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ABSTRACT: Microcalorimetry is a highly sensitive
experimental technique that determines heat changes in
any process or transformation. All organisms produce
heat due to their metabolism. Rate of heat flow is an
adequate measure of metabolic activity of living beings
and their component parts. Microorganisms produce
small amounts of heat: 1-3 pW per cell. Although the
heat produced by bacteria is very small, their
exponential reproduction in a culture medium permits
heat detection through microcalorimetry. A thermal
conductivity calorimeter of the Calvet type was used.
The inside of the calorimeter contains two stainless
steel cells (experimental and reference) with a screw on
Teflon cap with a hole in the centre. Experiments were
carrled qut with final concentrations of the order of 10°,
10°, 10° and 10 UFC/ml. These were kept at a
constant temperature of 309.65 K. The plot of
change in heat voltage vs. time enables us to obtain
the characteristic growth curve for each bacterial
strain. Thermograms were analyzed mathematically
allowing us to calculate the constant growth, generation
time and the amount of heat exchanged over the culture
time.
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RESUMEN: La microcalorimetria es una técnica
experimental que permite determinar con alta
sensibilidad la energia expuesta como consecuencia de
cualquier proceso o transformacion. Todos los
organismos producen calor debido a su metabolismo. La
tasa de calor es una medida adecuada de la actividad
metabdlica de los organismos y sus partes
constituyentes. Los  microorganismos  producen
pequefias cantidades de calor, del orden de 1-3 pW por
célula. A pesar de la baja cantidad de calor producido
por las bacterias, su exponencial replicacion en un
medio de cultivo permite su deteccion mediante
microcalorimetria. Se ha utilizado un calorimetro de
conduccion calorifica tipo Calvet, en cuyo recinto
interior se situan dos células (experimental y testigo) de
acero inoxidable con tapon roscado de teflon perforado
en el centro. Las experlenmas sg llevaron a cabo a
concentraciones finales de 10°, 10y 10 UFC/ml y
se mantuvo una temperatura constante de 309,65 K. La
representacion de la diferencia de potencial calorifico
frente al tiempo permite obtener las curvas de
crecimiento caracteristicas de cada bacteria. Los
termogramas se analizaron matematicamente
permitiendo calcular la constante de crecimiento, el
tiempo de generaciéon y la cantidad de calor
intercambiado.
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1. INTRODUCCION

Desde las primeras horas de vida, los seres humanos
son colonizados por microorganismos, y algunos de ellos
viviran en simbiosis permanente con su huésped en la piel,
tracto digestivo, vias respiratorias altas y otros muchos
tejidos, constituyendo la flora microbiana normal. Algunos
participan en procesos bioquimicos fundamentales para la
vida de los seres humanos. Por lo tanto, se establece un
equilibrio que se puede ver alterado en determinadas
situaciones produciéndose lo que conocemos como
infeccion.

Actualmente, disponemos de una amplia variedad de
antibidticos, pero para optimizar su uso, es necesario un
método de diagnoéstico precoz, que nos permita un inicio
temprano del tratamiento, ajustado a las sensibilidades del
microorganismo causante y en las condiciones dptimas.
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Para los microorganismos, el crecimiento es una
respuesta esencial al ambiente fisicoquimico al cual estan
sujetos. Las bacterias pueden crecer bajo una variedad de
condiciones fisicas, quimicas y nutricionales muy diversas.

El metabolismo es el conjunto total de reacciones
quimicas que tienen lugar en la célula, y es posible gracias
al flujo de energia y a la participacion de enzimas.

Las variaciones de calor que se producen como
consecuencia de las reacciones quimicas que tienen lugar
durante el metabolismo, pueden ser empleadas para
monitorizar el crecimiento bacteriano.

La tasa de calor es una medida adecuada de la
actividad metabélica de los organismos y sus partes
constituyentes, células y niveles subcelulares (1). El calor
generado por una sola célula esta en el rango de 1-80 pW.
Células humanas de tejidos conectivos (fibroblastos,
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adipocitos...) han reportado tasas metabolicas de
aproximadamente 25-80 pW por célula. En contraste, los
microorganismos producen pequeflas cantidades de calor,
del orden de 1-3 pW por célula. A pesar de la baja
cantidad de calor de las bacterias, su replicacion
exponencial en medios de cultivo permite su deteccion por
microcalorimetria en pocas horas, incluso partiendo de
muestras con una baja concentracion de bacterias (10
UFC/ml).

La microcalorimetria es una técnica experimental que
permite determinar, con alta sensibilidad, la energia
expuesta como consecuencia de cualquier proceso o
transformacion (3,4), lo que la convierte en un método de
deteccion precoz para determinar el crecimiento
bacteriano, a partir de la energia intercambiada en su
metabolismo (5). Esta técnica se ha utilizado para estudiar
el crecimiento y metabolismo de los microorganismos en
diferentes condiciones (6-10).

El analisis microcalorimétrico de las especies
bacterianas, nos permite conocer a tiempo real las curvas
de crecimiento de los diferentes microorganismos. A partir
de estos termogramas se puede extraer el valor de
parametros propios de cada bacteria (constante de
crecimiento, tiempo de generacion, cantidad de calor
intercambiado...). Esta técnica permite determinar la
presencia de bacterias en menos de 10 horas, incluso
partiendo de cultivos con una baja densidad bacteriana (10
UFC/ml), e identificar la especie bacteriana en las
primeras 24 horas de cultivo (10).

Los estudios microcalorimétricos también permiten
conocer la evolucion del metabolismo bacteriano en
presencia de diferentes concentraciones de antibidtico y
determinar la concentracion minima inhibitoria (11,12).
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2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Preparacion de la muestra

Hemos partido de hemos partido de cultivos puros de
cepas de referencia de la Colecciéon Americana de Cultivos
Tipo (ATCC) y de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT).

Las muestras las muestras se siembran en una placa de
agar sangre (bioMérieux®) e incubadas a 310,15 K en una
estufa durante 24 horas. A partir de la placa de agar sangre
donde han crecido multiples colonias, preparamos una
suspension de bacterias en fisiologico 0.9%, cuya
concentracion es ajustada a la correspondiente a 0.5 de la
escala McFarland. A partir de esta solucion, se hacen las
diluciones con fisiolégico 0.9% que permitan
concentraciones finales de 10°, 10°, 10* 0 10 UFC/ml (8,
10).

Las operaciones anteriores son realizadas en la
proximidad de un mechero, con la intenciéon de conseguir
la esterilidad del proceso.

Como medio de cultivo hemos utilizado un medio
liquido de soja-caseina digerida (BACTEC® tipo PEDS
PLUS/F).

2.2. Equipo experimental

Las medidas se llevaron a cabo utilizando un
microcalorimetro tipo Calvet (13), equipado con un
dispositivo que permite el funcionamiento en ausencia de
fase de vapor, y que dispone de dos células de aluminio y
teflon con una capacidad de 10 ml. Ademas, cuenta con un
multimetro Philips PM2535 y un sistema de adquision de
datos vinculados al microcalorimetro (Fig. 1). El calibrado
se realizO eléctricamente utilizando como fuente de
corriente constante un EJP30 Setaram. Detalles mas
concretos del método experimental han sido publicados
por la Profesora Paz Andrade (14).
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Figura 1. Montaje experimental

92

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Microcalorimetry contributions to early diagnosis of bacterial infections

2.3. Montaje experimental y recogida de datos

En el recinto externo del calorimetro se ha mantenido
una temperatura constante de 309,65 K. En la célula
testigo se incorporan 7 ml de medio de cultivo mas 1ml de
suero fisiologico, y en la experimental 7ml de medio de
cultivo. Ambas células se introducen a través de dos
orificios cilindricos, paralelos entre si, que van desde la
parte superior del microcalorimetro hasta el recinto interno
de las termopilas. La gran distancia que separa las células
de la entrada, permite minimizar los efectos de conduccion
calorifica hacia el exterior. El sistema se deja estabilizar
durante aproximadamente dos horas, momento en el que se
introduce en la célula experimental 1ml de la
concentracion establecida.

La experiencia también se ha realizado con una
muestra sin bacterias (control).

Los datos son recogidos por el sistema de adquisicion y
tratamiento de datos, a intervalos de 15 segundos durante
el tiempo que dure la experiencia. La precision en la sefial
calorimétrica esde un 1 pV.

3. RESULTADOS

Representando la diferencia de potencia calorifica
generada entre las células experimental y testigo frente al
tiempo, obtenemos las graficas de crecimiento de las
bacterias. En ellas se pueden identificar las diferentes fases
de crecimiento bacteriano: latencia, exponencial,
mantenimiento y muerte celular.

Las curvas obtenidas presentan una forma
caracteristica que se repite para cada bacteria a todas las
concentraciones estudiadas, comportdndose como una
huella térmica. En las figuras 2-4, podemos observar el
comportamiento térmico de las enterobacterias E. coli, P.
mirabilis y K. pneumoniae a diferentes concentraciones
(15).

Como podemos observar en las graficas, existe una
relacion inversamente proporcional entre el tamafio del
inoculo y el tiempo hasta la deteccion de la sefial, siendo
este menor a medida que aumentamos la concentracion del
cultivo. En cualquier caso, incluso para concentraciones
bajas (10 UFC/ml) antes de 8 horas podemos identificar
crecimiento bacteriano en la muestra. La aparicion de los
picos maximos sigue un orden relativo a la concentracion,
y aunque a altas concentraciones los picos son mas
intensos, no se puede establecer una relacion de
proporcionalidad.

En los termogramas de las enterobacterias estudiadas
se observan diferencias y simulitudes que podrian
responder al tipo de fermentacion de la glucosa; E. coli 'y
P. mirabilis presentan una fermentacion 4acido-mixta,
mientas que K. pneumoniae se caracteriza por presentar
una fermentacion butanodiolica.

En el caso de E. coli y P. mirabilis se manifiestan dos
fases metabdlicas, la primera de mayor energia y menor
duracion, seguida por un periodo de latencia que precede a
un segundo periodo de menor potencia pero que se
prolonga en el tiempo. La principal diferencia entre los

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

perfiles de estas bacterias es el tiempo que separa los dos
picos de flujo, ya que se observa que este periodo es mayor
en las muestras de E.coli. En el caso de P. mirabilis, tras el
primer pico caracteristico de todos los termogramas, y
antes del primer pico de maximo voltaje, se describe una
zona en la que no llega a manifestarse un vértice, pero que
se ha ajustado a una ecuacion de tipo polindmico y de la
que hemos podido extraer un punto de inflexion.
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Figura 2. Termogramas de E. coli (uV—t (horas)).
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En cuanto al termograma de K. pneumoniae, es
claramente diferente al de las otras enterobacterias
comentadas. En este caso se observa una primera fase
caracteristica, en la cual tras el pico maximo se traza una
meseta previa a un descenso brusco hasta niveles muy
bajos, del orden de 10 pV. Tras este punto se percibe un
incremento exponencial del flujo de calor, sin llegar a un
pico maximo durante el tiempo que dura la experiencia.

Los resultados obtenidos han sido tratados
matematicamente, ajustandose a ecuaciones de tipo
exponencial y polinémico. En la fase logaritmica de la
curva de crecimiento los datos obtenidos se han ajustado a
una ecuacion exponencial. En esta fase de la curva de
crecimiento, la proliferacién microbiana se puede expresar
como:

n, =n, xexp(k xt)
(1.1)

donde n, es el nimero de células a tiempo 0, y n, el
nimero de células a tiempo t y k es la constante de
crecimiento (16).

Si consideramos Pw como la energia desprendida por
cada célula, entonces:

nP, =nyx P, xexp(kxt) (1.2)

Teniendo en cuenta que la energia desprendida a t cero
es Pyy P,atiempo t:

P =P, xexp(kxt) (1.3)

(1.4)
Se define tiempo de generacion (G) como el tiempo
que tarda una poblacién en duplicar su nimero, y se
expresa como:
G- (ln 2)
k (1.5)
Por lo tanto, a partir del ajuste matematico de los
valores de potencia obtenidos en el estudio
microcalorimétrico de cultivos bacterianos podemos
extraer de forma rapida y sencilla el valor de la constante
de crecimiento y del tiempo de generacion de la bacteria
objeto de estudio.

InP, =InP, +kxt

Del termograma también podemos extraer la cantidad
de calor (Q) intercambiado durante el tiempo que dura la
experiencia.

O=KA4 (1.6)

Donde, A (uV-h) representa el area, calculada por el
método trapezoidal, y K es una constante cuyo valor 24,8
J/uV-h fue calculada a partir del calibrado eléctrico
realizado por efecto Joule del equipo.

4. DISCUSION

Cada persona esta colonizada por un nimero de células
bacterianas superior al nimero de células que forman parte
del organismo. Normalmente, se establece una relacion
simbiotica entre la bacteria y el hospedador, aunque en
ocasiones este equilibrio se rompe produciéndose una
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infeccion. A pesar del amplio arsenal terapéutico
disponible, las enfermedades infecciosas siguen siendo una
de las principales causas de muerte en los paises
desarrollados. En este sentido es determinante un método
de diagnostico precoz que permita un inicio temprano del
tratamiento antibidtico ajustado a las sensibilidades del
agente causal.

La microcalorimetria es una técnica analitica de
medida del calor producido o consumido por reacciones
quimicas o cambios fisicos de estado, incluyendo el calor
intercambiado durante los complejos procesos bioldgicos.
Ha sido usada en biologia, farmacologia, biotecnologia y
ecologia por su alta sensibilidad, precision y simplicidad,
sin embargo, el uso en clinica ha sido muy limitado (6,17).

La microcalorimetria permite determinar la presencia
de microorganismos en la muestra en pocas horas, ya que
aunque el indculo inicial presente una baja concentracion
de bacterias, su exponencial replicacion hace posible medir
el calor generado como consecuencia de su metabolismo.
Esta informacion tiene una gran relevancia desde el punto
de vista clinico, ya que como podemos ver en los
termogramas obtenidos en este trabajo, es posible
identificar la presencia de enterobacterias en una muestra
en menos de 8 horas, incluso en las muestras menos
concentradas (10 UFC/ml).

Ademads, teniendo en cuenta las experiencias
realizadas, podemos decir que en un medio de cultivo
definido cada especie analizada presenta un perfil de
crecimiento que se repite a todas las concentraciones
estudiadas, obteniendo una ‘“huella térmica” de cada
bacteria, e incluso permitiendo diferenciar especies del
mismo género (11). Esta curva calorimétrica esta definida
por una serie de puntos de fuerza electromotriz registrados
por el sistema de adquisicion de datos, y que responden al
intercambio energético que se produce durante el periodo
de cultivo, permitiendo la identificacion de la especie
bacteriana.

En los termogramas se registran una serie de picos de
energia que posiblemente estén asociados a la capacidad
que tiene cada microorganismo de asimilar los diferentes
componentes del medio de cultivo. Cabe destacar las
similitudes observadas entre los termogramas de E. coli y
P. mirabilis, dos especies que presentan el mismo tipo de
fermentacion de la glucosa, acido-mixta, mientras que K.
pneumoniae  caracterizada por una fermentacion
butanodidlica muestra un termograma radicalmente
diferente.

Los resultados obtenidos han sido tratados
matematicamente, permitiendo conocer de forma rapida y
sencilla el valor de la constante de crecimiento (K) y el
tiempo de generacion (G), parametros caracteristicos de
cada especie bacteriana y que para conocerlos por los
métodos habituales se requieren técnicas muy laboriosas.
Ademas, la microcalorimetria permite cuantificar la
cantidad de calor intercambiado (Q) en un cultivo
bacteriano durante un periodo definido. El conocimiento
de estos parametros abre las posibilidades de nuevos
estudios, que permitan conocer el comportamiento de una
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especie bacteriana en presencia de diferentes sustancias,
por ejemplo antibidticos, contribuyendo al conocimiento
de las sensibilidades de los microorganismos a las
diferentes opciones terapéuticas.

5. CONCLUSIONES

La microcalorimetria ha demostrado ser una técnica
muy util y eficiente en la deteccidén precoz de bacterias en
un medio de cultivo. Permite detectar y cuantificar muy
pequefias cantidades de energia intercambiada y en
consecuencia detectar crecimientos bacterianos, aun con
muy pequeios indculos, 10 UFC/ml, en pocas horas.

Las curvas calorimétricas obtenidas permiten
caracterizar cualitativamente la bacteria estudiada,
haciendo posible la identificacion de la especie en las
primeras 24 horas de cultivo.

Por lo tanto, la microcalorimetria se presenta como una
técnica capaz de determinar el agente causal de la
infeccion en menos de 24 horas horas, consiguiendo un
diagnéstico precoz que permita un inicio temprano del
tratamiento. Ademas, esta técnica abre las posibilidades de
nuevos estudios que nos acerquen a un mayor
conocimiento del comportamiento de las bacterias en
presencia de determinadas sustancias.
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