UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
»CAROL DAVILA”, BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA
DOMENIUL MEDICINA

PERSPECTIVE ALE DIAGNOSTICULUI BAZAT PE TEHNICA
MICROCALORIMETRIEI IN INFECTIILE ORTOPEDICE

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:

PROF. UNIV. DR STREINU-CERCEL ADRIAN

Student-doctorand:
POPA MIHNEA-IOAN-GABRIEL

2019



Cuprins

A. Problema fundamentala....................cooiiiiiii 4
B. Contributii personale................ooooiiiiiiiiiii 6
1. Patologia infectioasa musculo-scheletala intr-o sectie de ortopedie si traumatologie
IN ROMANIA ...t 6
L1 INTFOTUCETE ... 6
1.2 Materiala si metode .................cc.ocooiiiiiii 6
L3 REZUIALE ...t 6
1.4, CONCIUZIT ... s 9
2. Demonstrarea variabilitatii si reproductibilitatii metodei microcalorimetrice,
utilizand tulpini de referinfad (ATCC)........ccccoiiiiiiiii e 9
2.1 INTFOTUCET ...ttt 9
2.2. Materiale $i metode ..............ccoooeiiiiiiiiii 9
2.2.1 Protocolul de lucru standard..............ccooiiiiiiinicicesee e 10
2.3 REZUIALE ... 11
2u DESULIL. ... 15
2.5, CONCIUZIT ..ot 15
3. Descrierea si evaluarea curbelor de crestere microcalorimetrice a Candida albicans
in conditii experimentale diferite ....................coooiiiiiii 16
B.L INEFOAUCETE ...t 16
3.2. Materiala si Metode ..............ccooiriiiiiicie e 16
3.2.1Populatia fungica ... 16
3.2.2 ProtoCol de TUCKU.........ccoiiiiiiiiiicice e 16
3.2.3. Pregitirea probelor microcalorimetrice..................cccoeviniiiiiicnine 17
3.3  REZUIALE ... 17
34 DISCULIL.....ooviiiiiiiiii 20
3.5, CONCIUZIT .. 20
4. Studii microcalorimetrice ale interactiunii dintre Salmonella spp. si bacteriofagul
] 0 L= o1 oSSR 20
4.1 INTFOTUCETE ...ttt 20
4.2 Materiale si metode ...................ccoooiiiiiiiiiiii 21
4.2.1 Populatia bacteriana ..................c..ccooiiiiiii 21
4.2.2. Protocol de TUCKU........ccooviiiiiiii s 21
4.3. REZUIALE ... 21
4.4, DISCULii ..o 26
4.5 CONCIUZIT ...ttt 28

5. Elaborarea unor curbe microcalorimetrice de crestere bacteriani utilizind agenti

microbieni prelevati din focare de infectie in sistemul musculo-scheletal ................

28



TN A 101 {0 To [ [ol] o RS TRTRRR 28

5.2. Materiale $i MetOde ..............cooiiiiiiiiiciie e 28
5.2.1 ProtoCOl de TUCKU.......c.coviiiiiiiiii s 29
5.3  REZUIALE ... 29
S5c4. DIHSCULII ... 32
5.5, CONCIUZIT ... 34
6. Utilizarea sonicarii implantelor infectate pentru dezangrenarea celulelor
bacteriene combinatia cu diagnosticul utilizind tehnici de biologie moleculara.......... 34
B.1. INEFOQUCEIE ...t 34
6.2. Materiale $i MetOde ..............coooiiiiiiiiiie e 35
6.2.1. Izolarea si identificarea tulpinilor bacteriene.....................c.coiiiiin, 35
8.3, REZUITALE ... 35
6.5, DISCULI ..ot 38
8.6, CONCIUZIT ... 39
7. Concluziile tezei de doctorat si contributiile proprii...............cccooooiininciiiininn, 39
13.1. CONCIUZITIE TEZET ... 39
13. 2. Contributii personale ...................ccoooiiiiii 41



A. Problema fundamentala

Ortopedia si Traumatologia, in concordanta cu alte specialitati medicale, sunt Intr-0
continud dezvoltare, impresionantd, intrinsec legata de evolutia tehnologicd. Mai mult
decat in alte ramuri, aici progresul tehnologic devine evident si prin frecventa utilizare a
implantelor sau materialelor de osteosinteza. (1) Printr-o simpla cautare in literatura de
specialitate se poate observa o crestere exponentiald a operatiilor de artroplastie, in
corelatie cu cresterea duratei de viata la nivel populational, implicind Tmbunatatirea
calitatii vietii, inclusiv prin mentinerea sau cresterea mobilitatii la un nivel satisfacator. (2)
In acelasi timp, datorita cresterii numarului accidentelor de circulatie si a celor sportive,
utilizarea articulatiilor artificiale si implantelor pentru osteosinteza va creste constant. (3-4)
Protezele si materialele de osteosintezd folosite in tratarea patologiilor degenerative, in
tratarea celor traumatice si chiar si din motive estetice, sunt realizate din materiale cu o
biocompatibilitate apreciata drept foarte buna. (5-6)

in domeniul luat in discutie, medicina modernd foloseste instrumente si implante
pentru a favoriza evolutia pacientilor. Dar, pe masurd ce creste utilizarea materialelor
straiine implantate, este de asteptat sa fie evidentiatd si o crestere a numdrului de
complicatii legate de aceste dispozitive medicale. (6-7) La ora actuala se apreciaza de catre
unii autori ca aproape jumatate din toate infectiile asociate ingrijirilor medicale sunt in
stransa legatura cu utilizarea diverselor dispozitive medicale. (8) Aceste infectii apar fie
prin diseminarea la distantd, pe cale hematogena, fie prin contiguitate de la nivelul
tesuturilor de vecinatate. Modul de abordare in cazul acestor patologii este unul complicat
si complex, implicind activitatea in echipa, multidisciplinara. (9-12) In cazul in care
diagnosticul nu se pune rapid iar tratamentul nu este realizat cu celeritate dupa debutul
infectiei, evolutia poate fi extrem de dificild si cu potential grav. (11-15)

Sursa infectiei ar putea fi un implant contaminat, ar putea depinde de erori in
dezinfectie si sterilizare, sau se poate regdsi la distantd. Din aceste considerente, in cazul
interventiilor chirurgicale suspicionate, este obligatoriu sd investigdm, sd identificim si sa
tratam orice focar infectios. (17, 20) Sunt amintite studii care arata ca infectiile ortopedice
sunt mai frecvente la pacientii cu un abces dentar sau o patologie infectioasd la nivelul
tegumentului sau tubului digestiv. Exista numerosi agenti microbieni implicabili, dintre

care amintim: Staphylococcus aureus (S. aureus), stafilococii coagulaza negativi,



Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa. Dintre
acestia. S. aureus este cel mai frecvent implicat. (7-8, 10-14, 16-20)

O metoda care a reusit sa castige teren este microcalorimetria. Microcalorimetria,
frecvent utilizata in chimia anorganica, a inceput sd capete contur si in medicind. Aceasta
poate sa fie folositd in prezent cu succes, avand o sensibilitate foarte mare, detectand
modificari de temperaturd de ordinul micro-nanoJoulilor. Este de subliniat si faptul ca in
momentul de fata exista atat sisteme de achizitionare a datelor cat si programe (software)
de analiza si coroborare a datelor. Putem realiza studii precise, intr-un timp relativ scurt.
Capacitatea bacteriilor de a degaja caldura prin activitatea metabolica este fundamentul
cercetarii doctorale, microcalorimetrul putand sa inregistreze energia degajata datoritad
reactiilor biochimice exoterme si pe baza lor cu ajutorul programului de integrare sa
genereze curbe de crestere care ulterior sa fie interpretate, in context clinic. (21-24)

Microcalorimetria bacteriana prezintd o serie de avantaje ce o recomanda drept o
posibila metoda de diagnostic rapid si eficient. Sensibilitatea este un atu important.
Microcalorimetric se pot decela semnale ale multiplicarii bacteriene chiar si atunci cand
este prezent un numar infim de microorganisme. In afari de punerea in evidentd a
prezentei microorganismelor, curba generata, are caracteristici ce faciliteaza identificarea
agentului patogen implicat. Metoda ofera informatii in timp real: putem sa verificam
evolutia cresterii bacteriene 1n orice moment, prin intermediul unui calculator sau chiar si
de la distanta, cu ajutorul unui telefon (smart-phone).

Posibilitatea utilizarii microcalorimetriei 1n domeniul medical este inca in stadiul de
cercetare. In lucrarea de fatd sunt prezentate si cercetirile autorului, in domeniul descris.

Studiile, obiectivele specifice fiecarui studiu, metodologia de cercetare individuala

se regasesc in sectiunea Contributii personale.



B. Contributii personale

1. Patologia infectioasa musculo-scheletala intr-o sectie de ortopedie si

]

traumatologie din Romania

1.1. Introducere

Am urmdrit identificarea agentilor infectiosi cel mai frecvent implicati,
si incercarea identificarii unor factori care sa explice aparitia acestor patologii. Am dorit in
acelasi timp elaborarea unei lucrdri care sd treacd in revistd, pe scurt, majoritatea
dificultatilor care pot sd apara atunci cand este tratat un caz de infectie in sfera ortopediei,

oferind informatii generale, aplicabile pentru prevenirea acestora.

1.2. Materiale si metode

Am realizat acest studiu epidemiologic asupra infectiilor identificate la pacienti
tratati in sectia de ortopedie si traumatologie din SUUB, in intervalul ianuarie 2016-iunie
2019. Cu ajutorul programului informatic al SUUB am putut extrage date despre pacienti,
cu stricta pastrare a confidentialitatii.

Informatiile cautate au implicat in primul rand agentul patogen cauzator de infectie
si sensibilitatea/rezistenta la antibiotice a acestuia, insd in acelasi timp am incercat
construirea un istoric cat mai atent, al fiecarui pacient, pentru a putea determina cauza
infectiei si riscurile determinate de diversele patologii asociate.

Pacientii sub vérsta de 18 ani nu au intrat in studiu. Atunci cand un pacient a
prezentat mai multe internari, avand aceeasi patologie tratatd secvential, am coroborat
informatiile astfel incat sa nu apara multiplicarea datelor.

1.3. Rezultate

Pe parcursul a 4 ani am reusit sa identific 133 de pacienti care au suferit o infectie
la nivelul sistemului musculo-scheletal. In majoritatea cazurilor au fost infectii mono-
microbiene, insd au existat 6 cazuri in care au fost identificati doi agenti patogeni. in
graficele pe care le-am realizat prezint susceptibilitatea si respectiv rezistenta agentilor
microbieni fatd de antibioticele utilizate In mod curent in cadrul laboratorului de
microbiologie al SUUB. In concordanti cu informatiile din literatura, bacteriile cele mai
frecvent identificate au fost din genul Staphylococcus, urmate de enterobacterii si de

germeni nonfermentativi. Au existat si 2 infectii determinate de enterococi (fig. 1.1.).
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Fig.1.1. — Reprezentare graficd a tulpinilor bacteriene izolate, in perioada
2016-2019

Cel mai frecvent implicat a fost Staphylococcus aureus (77 de cazuri). La pacientii
varstnici cu deficit de mobilizare si care asociau patologii in sfera bronhopulmonarad sau
urogenitala au fost identificate:16 tulpini de Klebsiella pneumoniae, 10 de Escherichia
coli, 9 de Pseudomonas aeruginosa si 6 tulpini de Proteus mirabilis. Tn cazul pacientilor
politraumatizati care au suferit accidente cu energii 1nalte si care au fost internati si pe
sectia de ATI s-au izolat in 6 cazuri tulpini de Serratia marcescens. Au fost identificate si
alte tipuri de microorganisme, insd intr-un numadr foarte mic, cu o semnificatie statistica
redusa. (fig. 1.2.).

Evaluand datele statistice nu observam o diferentd semnificativa statistic atunci
cand ne raportdm la sexul pacientilor. Distributia varstei lotului de pacienti nu diferd
semnificativ de o distributie normalda Gaussiand (testul Shapiro-Wilk: p=0.53), desi
observam doua varfuri de incidentd, la 62 si 75 de ani. Varsta medie a pacientilor a fost de
63 de ani, cu o deviatie standard de 15 ani. Majoritatea infectiilor au aparut la persoane cu

varste cuprinse intre 30 si 80 de ani, cele mai multe cazuri fiind identificate la persoanele
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de peste 50 de ani. Pacientii cu varste cuprinse intre 30 si 50 de ani sunt persoane active, cu
risc crescut de angajare in diferite activitati care pot produce fracturi. In cazul pacientilor
cu varste cuprinse Intre 50 si 80 de ani, comorbiditatile pot sa creasca riscul aparitiei unei

infectii. (fig. 1.3.)
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1.4. Concluzii

Infectiile din sfera ortopediei si traumatologiei reprezintd o laturd a acestei
specialitati care, fara un diagnostic rapid si instituirea unui tratament tintit, pot s conduca
la efecte dezastruoase, cu implicatii atat asupra pacientilor cit si asupra sistemelor de
sanatate. Acest tip de patologie nu este extensiv documentatd, numarul de publicatii pe
aceastd tema este relativ restrans atat in literatura din Romania cat si in cea internationala.

Informatiile prezentate in acest studiu sunt in concordantd cu cele din literatura de
specialitate atat in privinta agentilor microbieni identificati si rezistentei acestora, cat si
privind comorbiditatile si factorii de risc inregistrati.

Datele stranse, atat cele referitoare la bacteriile izolate, a informatiilor legate de
pacienti, cat si a informatiilor din literatura, pot sa fie utilizate pentru a Intelege mai bine

acest tip de patologie avand scopul de a preveni sau a o trata.

2. Demonstrarea variabilitatii si reproductibilitatii metodei

microcalorimetrice, utilizind tulpini de referinta (ATCC)

2.1. Introducere

Avand in vedere utilizarea a doud aparate capabile sd realizeze inregistrari
microcalorimetrice cu un singur canal, capacitatea de inregistrare este limitata la un singur
experiment per exercitiu. Deoarece o inregistrare microcalorimetricd poate sa aiba o durata
variabild in functie de bacteria, mediul si cantitatea de substanta introdusd in celula
microcalorimetricd, reproductibilitatea este esentiala pentru a realiza experimente
superpozabile, intepretabile statistic.

Obiectivul studiului a fost elaborarea unor experimente microcalorimetrice cu
diferite tipuri de tulpini bacteriene standardizate (ATCC) pentru a demonstra
reproductibilitatea metodei de investigare a dezvoltarii bacteriene prin Inregistrarea

curbelor de crestere determinate de activitatea metabolica, cu ajutorul microcalorimetriei.

2.2. Materiale si metode

In teza doctorald vor fi prezentate experimente microcalorimetrice realizate in
diferite conditii de mediu si de temperaturd, utilizind agenti microbieni liofilizati sau
recoltati de la pacienti operati pentru infectii in sfera ortopedica. Am ales sa expun in
paginile ce urmeaza metoda de baza utilizatd in prepararea probelor pentru ca ulterior, in

functie de caz, sa detaliez modificarile aduse in functie de scopul experimentului.



.....

urmatoarele microorganisme: Staphylococcus aureus - ATCC 25923, Escherichia coli -
ATCC 25922, Salmonella @1, Candida albicans - ATCC 10231 si Klebsiella pneumoniae -
ATCC 700603. Mediile utilizate pentru bacterii au fost trypticase soy agar (TSA) si
Mdeller-Hinton (MH), iar pentru Candida albicans am utilizat mediul Sabourand (fig.
2.1.). Pentru aceasta parte a studiului doctoral am redactat doar experimentele realizate la
37° C, cu un volum de incarcare a celulelor microcalorimetrice de 600 pl. Singura variabila
care a trebuit modificata a fost dilutia in care au fost introduse microorganismele la
inceputul experimentului, pentru ca ritmul de crestere difera.

2.2.1 Protocolul de lucru standard

Sunt descrise etapele de baza parcurse pentru realizarea unui experiment.

1. Pregatirea unei culturi lichidiene — Pentru realizarea unui
experiment de succes agentul microbian de investigat trebuie sa fie repicat
proaspat, in ziua anterioard experimentului (daca are un timp de diviziune de circa
20-30 minute). Mediul lichid este insamantat din colonia izolatd sau dintr-o altd
cultura pura. Dupa inoculare acesta este introdus in termostat si lasat sd se dezvolte
pentru o perioada de 22-24 ore.

NB. Pregatirea probelor se realizeaza in hota cu flux laminar.

2. Pregaitirea agentului microbian pentru dilutie

a. Se extrag 1.000 pl din mediul insamantat in ziua precedentd si se
introduc ntr-un tub Eppendorf; cu ajutorul unei centrifugi se separa materialul
solid de cel lichid. Procesul de centrifugare se realizeaza la 2.000 rotatii per minut
(rpm) timp de 4 minute;

b. Dupa separare, se extrage lichidul si se introduc 1.000 pl mediu
proaspat dupd care se vortexeazd si se repetd punctul a. Acest proces este repetat
pentru a extrage pe cat posibil bacteriile neviabile si a elimina metabolitii
secundari, ce nu contribuie efectiv ca substrat de crestere bacterian.

C. Se extrage lichidul si se introduc 200 pl mediu proaspat in tubul
Eppendorf dupa care se realizeaza resuspensia prin vortexare; aceasta solutie va fi
utilizata ulterior pentru pregatirea probei, in functie de indicele McFarland.

3. Pregitirea probei

a. Tntr-un tub nefelometric se introduc 3.000 pl de mediu proaspit,

aflat la temperatura camerei.
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b. Tubul nefelometric se sterge cu acetond pentru a elimina riscul
aparitiei viciilor de refractie.

C. Se masoard indicele McFarland.

d. Se pipeteaza, in functie de agentul microbian studiat, in jur de 5 pl
din tubul Eppendorf in tubul nefelometric pana cand indicele McFarland atinge
valoarea corespunzatoare microorganismului studiat.

e. In functie de agentul microbian utilizat se realizeaza dilutii, etapa
care va fi descrisa in functie de experiment.

f. Se extrage volumul propus din solutia realizatd si se introduce in
celula microcalorimetrica care se sigileaza folosind tehnica aseptica cu un o-ring de

silicon si se introduce in microcalorimetru.

4. Pregitirea referintei
a. Se pregateste o solutie din apa distilata si pulbere de antibiotic.
b. Se introduce volumul de mediu proaspat propus 1in celula

microcalorimetrica peste care se adaugd, in volum de 10%, o cantitate de solutie

continand antibiotic.

C. Se sigileaza celula cu o-ring de silicon si se introduce in
microcalorimetru.

5. Finalizarea experimentului

a. Dupa terminarea experimentelor toate produsele biologice sunt
introduse intr-o cuva care contine apa distilata si cloraminda pentru a dezinfecta
instrumentarul folosit.

Dupa terminarea unui experiment celulele microcalorimetrice sunt introduse intr-0
baie de sonicare timp de 15 minute pentru ca apoi sa fie sterilizate intr-un autoclav la 126°
C si stocate n hota de lucru.

2.3. Rezultate

Am utilizat tulpini  bine caracterizate (ATCC) a 4 bacterii (S. aureus, K.
pneumoniae, E. coli si Salmonella spp.) si o tulpind fungica (C. albicans). Experimentele
au fost realizate mentinand o temperaturad constantd de 37° C; mediile de cultura folosite au

fost MH pentru bacterii si Sabouraud pentru C. albicans.
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Fig. 2.1. — Reprezentarea grafica a curbelor de crestere generate de caldura
degajata de metabolismul activ al S. aureus. Experimentele au fost realizate la diferite

volume pentru a observa influenta mediului asupra dezvoltarii bacteriene.
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Fig. 2.2. Reprezentarea grafica a curbelor de crestere generate de
cdldura degajatda de metabolismul activ al E. coli. Experimentele au fost
realizate la diferite volume pentru a observa influenta mediului asupra

dezvoltarii bacteriene, avand o reproductibilitate foarte buna
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Fig. 2.3. Reprezentarea grafica a curbelor de crestere generate

de caldura degajata de metabolismul activ al K. pneumoniae.
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Fig. 2.5. — Reprezentarea graficd a curbelor de crestere generate de
caldura degajata de metabolismul activ al C. albicans. Experimentele au fost

realizate la diferite temperaturi pastrand volumul constant

in graficele prezentate anterior se poate urmari cresterea bacteriana si ,,amprenta”
specifica fiecarei tulpini utilizate pentru experiment (figurile 2.1.-2.5.). Microcalorimetria
este 0 metoda care ne oferd in timp real informatii despre experimentul in curs, acestea
fiind foarte usor de accesat de la distantd prin orice dispozitiv conectat la internet.
Urmarind graficele putem sa observam cu usurintd ca in 10-15 ore de la debutul
experimentului in cazul bacteriilor curbele de crestere au ajuns la linia izoelectricd sau mai
au foarte putin de parcurs. Deoarece putem avea acces la datele inregistrate oricand iar
timpul de derulare este unul rapid, microcalorimetrie este o metodd mai rapida in
comparatie cu multe dintre tehnicile clasice sau mai moderne cunoscute. Urmarind
graficele specifice unei tulpini in comparatie cu alte tulpini, observam ca acestea sunt
diferite, iar atunci cand numarul de experimente cu fiecare microorganism este suficient,
prin metode de analiza asistatd de calculator se poate realiza distinctia foarte rapida intre2.

tulpini.
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2.4. Discutii

Etapele in care este pregititi o proba sunt foarte importante. Tn primul rand, proba
microcalorimetrica trebuie s fie realizata dintr-un mediu insdmantat si incubat proaspat
(12-24 ore) deoarece, in caz contrar, o cantitate importanta din mediu va fi reprezentata de
produsi de metabolism secundari, fara insemnatate calorica, ce nu contribuie ca substrat de
crestere bacteriand, scad pH-ul mediului si reprezintd un mediu ,,epuizat” nutritiv. Prezenta
acestor produsi influenteazd indicele McFarland, realizand experimente ,,in orb”, fara a
cunoaste cantitatea de bacterie care se afla in interiorul probei. Realizarea unor astfel de

studii nu poate sa ofere o cale de cercetat pentru ca fiecare experiment va fi diferit prin

Cele mai reprezentative au fost experimentele realizate cu E. coli datorita
numarului mare de volume utilizate si numarului mare de experimente repetate. Putem
observa capacitatea microcalorimetriei de a identifica un agent microbian in scurt timp de
la debutul unui experiment; chiar daca volumul introdus in proba a modificat intensitatea si
durata, forma curbelor ramane aceeasi in majoritatea experimentelor deoarece fiecare

tulpind bacteriana va avea aceeasi ,,amprenta” calorica. (27-28)

2.5. Concluzii

Microcalorimetria, daca este aplicata urmand un protocol foarte bine stabilit poate
sa ofere informatii interesante si utile asupra metabolismului bacterian.

Se poate folosi in numeroase arii din domeniul medical astfel incat, studiul
reprezintd un pas important pentru Tmbunatatirea calitatii actului medical si In diagnosticul
infectiilor.

Pentru a putea utiliza aceasta metoda in clinica sunt necesare numeroase
experimente, urmarind impactul a cat mai multi parametri, pentru a incerca simularea
conditiilor clinice. O datd ce suficiente experimente superpozabile sunt cumulate, prin
coroborarea acestora se poate realiza un algoritm de lucru cu capacitatea de a oferi

informatii cu sensibilitate crescuta, rapid si putand sa fie vizualizate In timp real.
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3. Descrierea si evaluarea curbelor de crestere microcalorimetrice a

Candida albicans in conditii experimentale diferite

3.1. Introducere

Aparitia infectiilor fungice in sfera ortopediei este descrisa rar, fiind caracteristica
in cele mai multe cazuri pacientilor imunocompromisi care primesc tratament
imunosupresor in urma unui transplant de organ, la cei cu infectie HIV, la pacientii sub
tratament chimioterapic pentru diverse tipuri de cancer. Candida albicans apare cel mai
frecvent ca o infectie asociatd ingrijirilor medicale la pacienti care au suferit o interventie
chirurgicald sau care au fost internati in sectia de terapie intensivd. Fungul poate sa
realizeze biofilm la nivelul implantelor fiind foarte dificil de tratat in majoritatea cazurilor.
Datoritd complexitatii acestor tipuri de infectii si pentru ca literatura de specialitate include
relativ putine articole legate de studiul microcalorimetric al C. albicans, am dorit sa
realizez un studiu extins asupra modului de crestere in functie de temperatura la care este
incubat si cantitatea de oxigen/nutrienti oferite in diverse conditii experimentale. (29)

3.2. Materiale si metode

3.2.1 Populatia fungica

Pentru realizarea experimentelor am folosit o tulpina de Candida albicans
liofilizata. Pentru dezvoltarea fungicd am utilizat mediul Sabouraud atat in forma lichida
cat si in forma solidd, ambele fiind autoclavate inainte de utilizare si testate pentru puritate
microbiologica. Cu ajutorul placilor cu mediu solid s-a realizat repicarea fungului,
obtinerea coloniilor izolate si testarea In vederea mentinerii puritdtii mediului lichid.
Mediul lichid a fost utilizat pentru repicare si pentru pregatirea probelor proaspete necesare
experimentelor microcalorimetrice.

3.2.2 Protocol de lucru

Etapele generale de pregatire a probelor microcalorimetrice au fost detaliate in
subcapitolul 2.2.1, astfel Tncat in paragrafele urmatoare vor fi descrise adaptarile specifice
necesare experimentelor de fata.

Avand in vedere ca C. albicans este singurul fung utilizat pentru realizarea curbelor
de crestere microcalorimetrice protocolul de lucru difera fatd de cele descrise anterior.

1. Pentru separarea lichidului de solid (masa fungica) s-a realizat centrifugarea la
3.000 rpm timp de 5 minute. Acest proces a fost repetat de 3 ori, cu spélarea cu mediu

lichid proaspat, dupa fiecare etapa.
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2. Dupa obtinerea unui concentrat fungic diluat in 200 pl, cresterea indicelui
McFarland a fost realizatd la valoarea 0,1 in comparatie cu 0,5 cum a fost utilizat in
experimentele cu bacterii.

3. Datorita cineticii de crestere mai lente a C. albicans, probele microcalorimetrice

au fost realizate fara efectuarea unei dilutii suplimentare.

3.2.3. Pregitirea probelor microcalorimetrice

Pentru efectuarea experimentelor s-au folosit cele doua microcalorimetre cu
scanare diferentiala (Setaram MicroDSC III and MicroDSC VII). Pentru a observa modelul
de crestere fungica in diferite conditii de temperatura, s-au realizat experimente la
urmatoarele temperaturi: 26°C, 30°C, 34°C, 37°C, 40°C. Pentru a vedea cum se dezvolta
microorganismul in functie de cantitatea de substante nutritive si de oxigen s-au realizat
experimente cu diferite volume: 200ul, 400ul, 600ul, 800pul.

3.3. Rezultate

Pentru studiul propus s-a utilizat aceeasi cantitate de agent fungic, aducandu-se
modificari la volumul utilizat si la temperatura de crestere. Pentru a putea obtine date
corecte si a observa orice schimbari in pattern-ul de crestere fungicd, s-au realizat
modificari ale cite unui parametru per experiment. In urma realizirii acestor experimente
s-au identificat modificari specifice ale curbei de crestere microcalorimetrice in functie de
temperatura sau volumul utilizat.

In urma efectudrii unor experimente secventiale cu un volum de 400 pl la cele 5
temperaturi descrise anterior am putut observa un pattern de crestere. Modificarea de
temperaturd influenteaza cresterea fungica atat in privinta fluxului de caldurd maxim cat si
a duratei de crestere. Putem sd observam ca la 26°C fluxul de cédldura este semnificativ mai
mic decat in celelalte 4 experimente datorita cresterii fungice lente, aceastd crestere lenta
determindnd o prelungire a duratei in care fungii pot sa se dezvolte prin epuizarea mult mai
lenta a resurselor. Incepand cu 30°C cresterile se uniformizeaza insi se poate observa ci
cele doud variabile (durata si fluxul de caldurd) cresc progresiv pana la 37°C pentru ca apoi

sa scada atunci cand experimentul este realizat la 40°C. (fig. 3.1.)
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C. albicans growth at a volume of 400uL
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Fig. 3.1. — Curba de crestere microcalorimetrica a C.

albicans, in functie de temperatura

Utilizand aceeasi cantitate de microorganism, cu acelasi numdr de unitdti
formatoare de colonii, am realizat experimente la aceeasi temperaturd de 34°C modificand
volumul introdus in celula microcalorimetricd, incepand cu 200 pl si crescand cu aceeasi
valoare pana la 800 pl. Curbele descrise de cresterea fungicd au demonstrat ipoteza care
lua in calcul capacitatea C. albicans de a realiza o crestere aeroba facultativ anaeroba,
astfel Incat se poate observa in imaginea aldturata ca energia degajata de cresterea fungica
cat si durata in care C. albicans se dezvolta cresc o data cu cresterea volumului de mediu in

care aceasta are mai mult nutrient. (fig. 3.2.)

Growth of C. albicans at 34 °C

Volume (pL)
— 200
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Heatflow (HF)

800
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Fig. 3.2. — Curba de crestere microcalorimetrica a C.

albicans in functie de volum
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Asa cum am putut observa din experimentele microcalorimetrice cu diverse tipuri
de bacterii, modificari ale volumului probei si a temperaturii la care se desfisoara
experimentul produc schimbari In durata cresterii fungice, in intensitatea caldurii degajate
(implicit al fluxului de caldura dintre proba si referintd), insa in toate experimentele
pattern-ul morfologic se pastreaza, subliniind capacitatea inregistrarilor microcalorimetrice
de a identifica un microorganism dupa curba de crestere a acestuia. Urmarind curbele de
crestere atasate se poate observa o progresie aproape lineard a caldurii degajate in functie

de temperatura de incubare. (fig. 3.3.)

Growth of C. albicans at varying Temperatures

Plot faceted by Volume
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Fig. 3.3.— Reprezentare grafica a curbele de crestere C. albicans in

functie de diferite temperaturi si volume
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3.4. Discutii

Patologia infectioasa ortopedicd, dificil de tratat, este in crestere datoritd
numeroaselor microorganisme care dezvoltd rezistentd la antibioticele uzuale. In multe
dintre cazuri rezistenta apare prin administrarea unor clase de antibiotice fara realizarea
diagnosticului microbiologic corect (recoltare de produs patologic, testarea corectd si
completa si fara adaptarea tratamentului la rezultatele identificarii si antibiogramei). (30)
Poate cel mai cunoscut caz de microorganism rezistent la antibiotice este Staphylococcus
aureus rezistent la meticilina (MRSA). (31) Un alt exemplu este cel al bacteriilor Gram
negative multi-rezistente, unde optiunile terapeutice devin din ce in ce mai limitate. (32) Tn
momentul de fata nu s-au descris foarte multe tulpini de C. albicans multi-rezistente, insa
un factor determinant al aparitiei rezistentelor la antibiotice antifungice este timpul lung
scurs pand la obtinerea unei antifungigrame. In cercetarea descrisa, demonstrim ca,
utilizand microcalorimetria, exista posibilitatea de a identifica acest fung in jumatate din
timpul necesar unei identificari microbiologice clasice. In plus, asa cum echipa noastra
(33-34) a demonstrat, exista posibilitatea realizarii unor antifungigrame in timp real cu
ajutorul microcalorimetriei.

3.5. Concluzii

Experimentele realizate utilizand C. albicans n diferite volume de mediu
Sabouraud si la diferite temperaturi au aratat versatilitatea metodei. Aceste studii pot ajuta
la optimizarea parametrilor de crestere a tulpinilor de fungi in cazul in care metoda va

putea fi utilizatda pe scara larga, atdt pentru identificare cat si pentru determinarea

.....

4. Studii microcalorimetrice ale interactiunii dintre Salmonella spp. si

bacteriofagul specific

4.1. Introducere

In momentul de fatd aparitia agentilor microbieni multi-rezistenti reprezinti o
problema grava de sandtate publica iar comunitatea medicald incearca dezvoltarea unor
metode alternative de tratament. Una dintre aceste metode, care are capacitatea de a
distruge bacteriile fard sa afecteze gazda, este utilizarea bacteriofagilor. Scopul acestui
studiu a fost observarea interactiunii dintre o bacterie si bacteriofag, prin

microcalorimetrie.
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4.2. Materiale si metode

4.2.1 Populatia bacteriana

Pentru realizarea experimentelor am folosit o specie de Salmonella furnizata de
Institutul National de Cercetare ,,Cantacuzino”. Am realizat subculturi pentru a putea
utiliza tulpina in mai multe experimente, pe parcursul pregatirii si studiului doctoral.

Pentru cresterea bacteriana am folosit mediile MH si trypticase soy broth (TSB)
atat in forma lichida cat si in forma solida, autoclavate inainte de utilizare si testate pentru
puritate microbiologica. Cu ajutorul placilor cu mediu solid s-a realizat repicarea agentului
patogen, obtinerea coloniilor izolate si testarea in vederea mentinerii puritatii mediului
lichid. Mediul lichid a fost utilizat pentru replicarea agentului patogen si pentru pregatirea

probelor proaspete necesare experimentelor microcalorimetrice.

4.2.2 Protocol de lucru

Etapele generale de pregatire a probelor microcalorimetrice au fost detaliate n
subcapitolul 2.2.1, astfel incdt in paragrafele urmatoare vor fi descrise modificarile
specifice necesare experimentelor de fata.

Avand in vedere ca acesta a fost primul experiment utilizand bacteriofagi am
consultat literatura de specialitate care contine un numar limitat de publicatii legate de
studiul microcalorimetric al interactiei bacterie-bacteriofag si in concordantd am elaborat
urmatorul protocol:

1. Dupa obtinerea unui concentrat bacterian diluat in 200 pl, am pregdtit un inocul
standard cu indice McFarland de 0,5. Acesta a fost diluat apoi 1/300.

2. Tn paralel cu experimentul microcalorimetric, am realizat un experiment de
confirmare a activitatii litice a bacteriofagului utilizdnd un substrat solid. Dupa
insamantarea ,,in panza” a unei placi cu mediu MH cu Salmonella spp., am adaugat volume

diferite de mediu cu continut de bacteriofag pentru a verifica viabilitatea acestuia.

4.3. Rezultate

Experimentele realizate pentru a observa influenta asupra cresterii Salmonella
determinata de diferite concentratii de bacteriofag sunt prezentate in fig. 4.1. Tn cadranul de
imagine in care nu existd bacteriofag adaugat se poate observa influenta mediului de
cultura asupra curbei de crestere bacteriand. Curba de crestere care prezintd un flux de
caldurd mai mare si un timp de crestere mai scurt este realizatd in TSB, un mediu cu
capacitate nutritiva superioara MH. Explicatia pentru curba descrisd este cd bacteriile

crescute iIn TSB se pot dezvolta mai repede avand un aport crescut de nutrienti, insa
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datorita cresterii mai rapide numarul mai mare de bacterii epuizeaza intr-un timp mai scurt
substratul nutritiv, astfel intrdnd 1n perioada de inactivitate termicd inaintea bacteriilor
crescute in mediul MH. Trebuie notat ca aceste bacterii sunt intr-0 Stare care nu este
echivalenta cu moartea; prin adaugarea de mediu si reimprospatarea atmosferei la care sunt
expuse cu aer acestea si-ar relua cresterea exponentiala.

Experimentele cu bacteriofag au fost realizate utilizdnd mediul de cultura MH.
Pentru a avea un control asupra interactiunii bacterie-bacteriofag, am realizat experimente
cu solutie salind fiziologica (SSF), in paralel, suprapunand imaginile cu aceeasi cantitate de
bacteriofag/SSF pentru a putea observa modificarile produse.

Daca urmarim in dinamicd imaginile experimentelor realizate cu SSF putem sa
observam ca ,,amprenta” termica a bacteriei nu se modifica semnificativ decat atunci cand
volumul de SSF il depaseste pe cel al mediului insamantat in proportie de 6/1 (600 pL
SSF, 100 uL mediu insamantat), conditie in care curba de crestere bacteriand prezintd o
amplitudine foarte scazuta, datorita limitarii in nutrienti.

Interactiunea dintre bacteriofag si bacterie poate sa fie discutatd in dinamica.
Observam ca o data cu cresterea progresiva a volumului de bacteriofag adaugat (100pl,
200ul si 300ul), primul varf (peak) de crestere nu este modificat, insa creste progresiv
durata de dezvoltare bacteriana, iar al doilea varf de crestere are intensitate mai mica si este
deplasat catre dreapta, aparand mai tarziu in cursul dezvoltarii. In cazul experimentului cu
400ul, paradoxal, primul varf de crestere are o amplitudine mai mare, iar timpul de crestere
este foarte scurt in comparatie cu celelalte inregistrari. In ultimul experiment, asemanitor
cu cel realizat cu SSF, cresterea bacteriana este puternic inhibata, fluxul de caldura avand

valori scazute pe tot parcursul Inregistrarii.
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Fig. 4.1. — Cresterea bacteriana in prezenta a cantitati diferite de bacteriofag

In urma interpretarii datelor prezentate, punand accent pe reprezentarea grafici in
functie de céldura totald degajatd (aspect obtinut prin integrarea fluxului de caldura
instantaneu pe toatd durata inregistrdrii) putem sa observam in fig. 4.2. ca, asa cum am
discutat anterior, datorita unei prezente insuficiente de bacteriofag acesta lizeazad un numar

insuficient de bacterii pentru a opri cresterea bacteriana in prima faza, oferind posibilitatea

populatiei bacteriene sa se dezvolte.

Asa cum este mai usor de observat in cazul figurii 4.2., modificarea cineticii de

crestere apare in special in a doua jumatate a curbei de crestere bacteriana. Astfel, cresterea

bacteriana este, Tn mod specific intarziatd dupa aproximativ 10 ore de crestere.
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Crestere Salmonella cu volume progresiv crescatoare de bacteriofag.
Volum final proba 700 uL
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Fig. 4.2 — Cresterea bacteriand in prezenta a cantitati diferite de bacteriofag.

Investigarea parametrilor cinetici ai cresterii bacteriene a fost realizata utilizand un
model matematic de crestere bacteriana, modelul Richards. In figurile 4.3. si 4.4. putem s
observam reprezentarea graficd a curbelor de crestere, comparativ cu cel mai bun model de
crestere ce a putut fi suprapus peste rezultate (proces cu denumirea de ,,fitting””) . Numarul
initial de bacterii este reprezentat de variabila ,,y0”, insa aceasta valoare minimad de
bacterie este o valoare pe care algoritmul o calculeaza, nefiind echivalentd cu numarul de
celule formatoare de colonii per mililitru (discordantd intre parametrul y0 si valoarea
microbiologicd a numdrului de bacterii Tnsdmantat). Rata maxima de crestere a bacteriei
este calculatd de algoritm si reprezentatd prin parametrul ,,mumax”, aceasta valoare dand

panta de crestere bacteriana. ,,K” reprezintd capacitatea mediului de sustinere bacteriana si
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este un parametru ce caracterizeaza mediul de cultura. Parametrul ,,beta” este un factor

modulator al formei graficului.
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Fig.4.3. — Reprezentare grafica a curbei microcalorimetrice utilizand

modelul de crestere Richards
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Fig. 4.4. — Reprezentare grafica a curbei microcalorimetrice utilizand modelul de
crestere Richards

4.4. Discutii

Capacitatea bacteriilor de a dezvolta rezistenta la antibiotice este o problema de
sanatate publica care necesitd rezolvare pentru cd emergenta tulpinilor multi-rezistente
reprezinta un risc care va creste morbiditatea si mortalitatea la nivel global in cazul acestor
patologii. In cazul infectiilor ortopedice dezvoltarea de citre bacterie a unui biofilm care ii
confera rezistentd la tratamentul initiat este o problemi reala. In diferite studii s-a aratat
eficienta bacteriofagilor in distrugerea bacteriilor care sunt aderente la implante prin
intermediul biofilmului. (35-36)

Utilitatea microcalorimetriei in descrierea interactiunii dintre bacterie si bacteriofag
este o temd de cercetare care nu a fost studiatd in profunzime, numarul de articole
analizand aceasta tema este relativ restrdns. Lucrarea realizatda de Tkhilaishvili et al.

combina studiul microcalorimetric al interactiuni bacterie-bacteriofag cu posibilitatea
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acestei metode de a studia liza produsd de bacteriofag asupra biofilmului bacterian
dezvoltat de E. coli. In cadrul aceluiasi studiu s-a urmirit capacitatea de interactiune a
bacteriofagului cu E. coli in stare planktonica si in cadrul biofilmului. (37) O alta lucrare
realizatd de Tkhilashvili et al. studiazd capacitatea bacteriofagului Sb-1 de a potenta
tratamentul antibiotic standard n liza biofilmului bacterian produs de S. aureus. (38) In
urma studierii literaturii de specialitate, aceste doud articole sunt cele mai complexe
realizate in domeniu.

Din ambele studii a reiesit faptul ca liza produsa de bacteriofag este direct
dependentd de cantitatea acestuia, insd doar in combinatia cu substante antibiotice s-a
reusit liza completd a microorganismelor. Bacteriofagii fiind virusuri, au nevoie de o
bacterie gazda pentru replicare, numarul lor crescand exponential fatd de titrul introdus
initial. Luand in considerare modelul de crestere al acestora se poate trage concluzia cd un
timp mai lung de expunere ar putea sa ofere o lizd completa a bacteriilor studiate. (37-38)

Studiul de fatd are anumite limitari. In primul rand, fiind primul astfel de studiu
realizat, protocolul de lucru nu a putut fi dus la perfectiune. Nu s-a realizat o titrare exacta
a bacteriofagului (realizabil prin numaratoarea unitatilor formatoare de placi de lizd) ci
doar experimente succesive cu o cantitate crescanda a mediului contindnd bacteriofag
astfel Incat nu se poate preciza cu exactitate numarul de unitafi formatoare de plaje
prezente in solutia de bacteriofag utilizata. S-au lucrat experimente cu volume progresiv
mai mici de mediu inoculat cu bacterie insad inoculul a ramas acelasi, astfel incat o data cu
scaderea volumului de mediu inoculat introdus in experiment a scazut si numarul de unitati
formatoare de colonii bacteriene prezente intr-un volum mai mic.

Punctele forte ale studiului sunt descrierea in paralel a interactiunii bacteriofag-
bacterie cu adaugarea de SSF pentru a observa modificari de activitate Tn aceeasi cantitate
de lichid. Studiul de fatd reprezinta prima cercetare cu ajutorul microcalorimetriei din
Romania, legata de interactiunea bacteriofag-bacterie.

Am demonstrat cd in modul de actiune al bacteriofagului asupra culturii de
Salmonella aflata in conditiile de crestere ce pot fi asigurate de microcalorimetrul folosit se
ajunge la alterarea curbei de crestere in a doua jumatate a inregistrarii. Acest lucru poate fi
datorat faptului ca in cursul primei parti a inregistrarii are loc o imbogatire cu bacteriofag
ce se multiplicd concomitent cu cresterea bacteriana. Asa cum am demonstrat in cadrul
unui articol publicat anterior, cel de-al doilea varf reprezinta cresterea microorganismelor
aflate la interfata lichid-aer. (39) Astfel, este vorba despre un numar relativ mic de

microorganisme care se dezvoltd in aceastda a doua fazd, asociatd imbogatirii
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bacteriofagului. Asa cum este evidentiatd prin parametrul ,,K” al modelului Richards,
cresterea totald bacteriand in cazul aditiei de bacteriofag, la volume peste 300 pL este

constant mai mica, demonstrand efectul litic al acestuia asupra culturii bacteriene.

4.5. Concluzii

Posibilitatea investigarii interactiunii dintre bacteriofag si bacterie a fost studiatd cu
succes atat in literatura de specialitate cat si in studiul de fatd. Studiul deschide o serie de
extinde capacitatea Laboratorului de Biocalorimetrie pentru optimizarea dezvoltdrii si
cuantificarii de bacteriofag si efectuarea de studii ce folosesc atat bacteriofag cat si alte
substante cu activitate antibacteriana (antibiotice clasice sau compusi investigationali).

Informatiile legate de capacitatea unei cantitati crescande de bacteriofag de a
produce liza unei bacterii studiate a fost prezentatd in studiul de fata, datele obtinute fiind
in conformitate cu studii publicate.

Este necesara elaborarea unui protocol de lucru complex pentru a reusi
caracterizarea si mai performantd a acestei interactiuni, foarte interesantd, cu mare

potential, ceea ce Imi propun pentru viitorul apropiat sau mediu.

5. Elaborarea unor curbe microcalorimetrice de crestere bacteriana
utilizind agenti microbieni prelevati din focare de infectie in sistemul

musculo-scheletal

5.1. Introducere

Asa cum am ardtat in subcapitolele anterioare in care am utilizat diferite
microorganisme standard, microcalorimetria prezinta un real interes pentru studierea
curbelor de crestere ale acestora. Fiecare dintre microorganismele studiate au dezvoltat
»amprente” termice diferite in functie de gen bacterian si specie, fiind in acelasi timp
superpozabile Tn cadrul aceleiasi tulpini si aceeasi specie. In studiul urmitor, bazat pe
recoltarea de agenti microbieni de la pacientii cu infectii in sfera ortopediei, am evaluat
daca aceste tulpini dezvolta aceleasi caracteristici.

5.2. Materiale si metode

Fiind rezident pe sectia de ortopedie si traumatologie a SUUB, sub coordonarea
Prof. Univ. Dr. Catalin Cirstoiu, am putut, prin bunavointa domnului profesor, sa particip

si s recoltez produs patologic pentru experimente de la 16 pacienti.
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Produsul patologic a fost identificat utilizand 3 metode de diagnostic. Prima metoda
a fost reprezentata de identificarea microbiologica clasica. A doua metoda a fost Matrix
Assisted Laser Disorption-lonisation Time of Fligh Mass Spectrometry (MALDI-TOF-
MS). A 3-a metoda a fost evaluarea curbelor de crestere generate cu ajutorul

microcalorimetriei.

5.2.1 Protocol de lucru

Avand in vedere cd acesta a fost primul experiment utilizind produs patologic
extras de la pacienti cu infectii in sfera musculo-scheletald, am incercat sa aplic protocolul
general pentru toate experimentele, pentru a nu modifica variabile care ar putea perturba.

Toate experimentele au fost realizate la aceeasi temperatura (37° C), acelasi volum
(600 pl) si cu acelasi mediu (MH), pentru a diminua pe cat posibil numarul de variabile.
Tntrucat s-a dorit identificarea unei metode care si ofere informatii cit mai rapide asupra
cresterii bacteriene, s-au folosit multiple dilutii ale microorganismului investigat.

MALDI-TOF-MS este o metoda noua, ce a condus la un diagnostic microbiologic
rapid, in baza unei ,,amprente” proteomice a diferitelor bacterii. Metoda implica etalarea
microorganismului (colonie izolatd) pe o ,,placa tinta” MALDI-TOF-MS, adaugarea unei
matrici si introducerea probei in sistem. In baza unei ,,electroforeze” in vid a proteinelor
bacteriene ce sublimeaza in urma folosirii unui laser de inalta capacitate, aparatul obgine un
spectru bazat pe raportul masa/incarcatura electrica a proteinelor si intensitatea (abundenta
relativd) a acestora. Aceste elemente sunt interpretate prin compararea lor cu o bazd de
date oferitd de producdtorul aparatului sau de institutii de specialitate (ex. CDC, Atlanta,

GA\) pentru identificarea speciilor microbiene.

5.3. Rezultate

Atunci cand utilizam microcalorimetria cu un singur canal pentru asigurarea
relevantei Statistice, respectarea protocolului si obtinerea reproductibilitatii - este esentiala.
In precedentele capitolele am aritat capacitatea realizirii unor experimente superpozabile.
O parte dintre tipurile de experimente realizate in cursul studiului doctoral au fost realizate
pentru prima data In tara noastra, fiind elemente de pura cercetare; pentru a putea progresa
este necesar un fundament cat mai stabil.

S-a incercat standardizarea modelului de lucru; toti parametrii au fost identici,

indiferent de agentul microbian studiat. Singurele modificari introduse au fost in cazul S.
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aureus pentru ca, fiind intalnit in probe recoltate de la mai multi pacienti, a fost posibila
realizarea mai multor experimente precum si aprofundarea studierii acestui microorganism.

In figura nr. 5.1. sunt expuse toate experimentele realizate utilizand bacterii
recoltate de la pacienti. Figura permite sa observam reproductibilitatea metodei, curbele de
crestere fiind superpozabile. Privind in ansamblu, diferentele in cazul fiecarei tulpini nu
sunt foarte bine vizibile. Din aceastd cauza am introdus fig. 5.2. pentru a demonstra
importanta interpretarii datelor la o scard corectd. Incercarea de a diferentia doua tulpini
bacteriene fara o prelucrare initiala a curbelor de crestere reprezinta o eroare; datele trebuie
intelese si interpretate In context. O data ce o tulpind a fost supusa experimentelor repetate,
in aceleasi conditii, aceasta poate fi usor identificatd atunci cand respectdm cu strictete
protocolul.

Prin suprapunerea curbelor de crestere, in fig. 5.3. putem sd observdm ,,amprenta”
termica distinctd a fiecarei tulpini, fiecare dintre acestea avand o ,morfologie”
caracteristica. In graficele expuse in fig. 5.4. se observd modelul de crestere pentru S.
aureus la diferite dilutii. Se poate observa ca ,,morfologia” curbei este foarte asemanatoare
intre experimente; modificarile apar, asa cum era de asteptat, in functie de intensitatea

caldurii degajate si timpul necesar pentru crestere si multiplicare.
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Fig. 5.1. — Reprezentare grafica a tuturor experimentelor realizate cu tulpini

extrase de la nivelul unui proces septic musculo-scheletal
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Fig. 5.2. — Reprezentare grafica individuala pentru fiecare dintre microorganisme.
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Fig. 5.3. — Reprezentare grafica a curbelor de crestere ale microorganismelor
studiate si prezentate in fig. 5.2. , grupate in acelasi grafic - pentru a facilita
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observarea diferentelor de ,,amprentd” termica.
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Fig. 5.4. - Reprezentare grafica a tuturor experimentelor realizate cu S. aureus.
Avand in vedere ca discutam despre cel mai frecvent microorganism
identificat 1n infectiile ortopedice, am realizat experimente in mai multe dilutii

pentru a exprima mai bine modelul de formare al curbelor de crestere

5.4. Discutii

Utilizarea MALDI-TOF-MS a intrat in practica microbiologica. Tehnica prezinta,
ca avantaj major, identificarea unui microorganism in doar cateva minute:

- timp efectiv de lucru al sistemului (laserului) per proba: 15 secunde

- timp de procesare a datelor per proba: maxim 30 secunde

- timp de lucru agregat pentru o proba (pregatirea unei probe, incdrcarea tintei,
pregdtirea laserului si timpul de operare): maxim 5 minute

Tehnica ofera si o serie de alte avantaje:

- costul per proba (neluand in calcul investitia initiala in sistem) este mic

- lucrul efectiv este relativ facil, putnd fi executata de tehnicieni (bine instruiti)

- aparatul oferd un scor de fiabilitate care orienteaza diagnosticul la nivel de gen si
specie.

Totusi, sunt recunoscute si cateva limite ale metodei. Este necesara o baza de date
extinsd, bine caracterizata, ce poate conduce la discriminarea intre diversele tipuri
bacteriene. Unele genuri / specii cu care se opereaza foarte usor in microbiologia clasica

sunt foarte similare in baza ,,amprentei” proteomice investigate prin MALDI-TOF, astfel
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incat discriminarea este putin fiabila (de exemplu, genurile Escherichia — Shigella, speciile
din cadrul complexului Enterobacter cloacae). Este de mentionat si ca tehnica nu este una
,,dinamica”, oferind un rezultat doar in baza microorganismului care a fost etalat pe placa
tintd si nu ofera date fenotipice despre acesta.

Punctul central al studiului doctoral implica alegerea unei metode de diagnostic
care sd poata identifica si oferi informatii, corecte, fiabile, Tn timp scurt, cu privire la
agentul patogen implicat in infectiile ortopedice. Microcalorimetria, este 0 metodd cu bun
potential. (40-45)

Asa cum se poate observa din acest capitol sau cum s-a aratat in cele precedente,
variatia de volum si de dilutie a probei nu modifica, in principiu, ,,morfologia” clasica a
curbelor pentru un microorganism; exista diferente legate de intensitatea puterii calorice
inregistrate si de timpul in care se dezvolta bacteria. Pentru a realiza experimente corecte si
utile, este recomandata efectuarea tuturor inregistrarilor utilizand aceeasi parametri pentru
fiecare bacterie studiata.

Urmarind curbele de crestere ale celor 6 bacterii studiate am observat ca fiecare
prezinta cantitativ si calitativ ,,amprente” termice diferite, iar prin standardizarea
experimentelor si a protocolului de lucru, timpul in care este posibila diferentierea scade.

Conditiile de mediu la care sunt supuse bacteriile in momentul inregistrarii pot sa
modifice curba de crestere. Mediul de culturd utilizat, printr-o concentratie mai mare sau
mai micd de nutrient, va influenta capacitatea bacteriand de dezvoltare si implicit energia
produsa. Atunci cand este utilizat un mediu Tmbogatit si timpul de crestere este influentat
deoarece printr-o crestere bacteriana mult mai rapida elementele nutritive sunt consumate
intr-un timp mai scurt si populatia bacteriana isi incetineste metabolismul. Volumul de
oxigen este un alt factor important in evolutia experimentului; atunci cand volumul probei
este scazut, volumul de oxigen este crescut si bacteriile se pot dezvolta mai rapid. Limitele
studiului, din start, includ faptul ca utilizarea unor produse patologice (si nu tulpini izolate
in culturd), reprezintd o necunoscutd initial dificil de abordat. Fiind in studiu un produs
patologic nu este posibil sa se facd o apreciere cantitativa privind bacteria implicatd; in
cazul in care este o infectie concomitenta cu 2 sau mai multe microorganisme, dificultatea
este sporita. Atunci cand microorganismele au fost izolate in culturd pura (colonii izolate)
st studiul microcalorimetric utilizeaza germenii din colonie, aspectul curbelor este
caracteristic, dar timpul de obtinere este mai indelungat (ex. pentru o bacterie cu ritm de
diviziune 20-30 minute, cultura se obtine in 18-24 de ore si abia apoi poate incepe studiul

microcalorimetric). Ne propunem ca in perioada urmatoare sa realizam experimente
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pornind de la produse patologice, pentru a pune la punct un protocol de lucru si pentru a
estima nivelul de precizie care ar putea fi atins.

O alta limita a studiului este numarul relativ mic de bacterii diferite utilizate. Se
poate ridica ipoteza ca in urma utilizarii unui numar mai mare de bacterii diferite, ar putea
sd apard pentru anumite tulpini modificari ale ,,amprentei” termice. Pana acum nu am

identificat astfel de tulpini.

5.5. Concluzii

Necesitatea aparitiei unor noi metode este esentiala deoarece identificarea tardiva
sau incorectd a unei tulpini microbiene poate conduce la un tratament incorect cu
repercusiuni asupra pacientului, familiei, societatii, sistemului medical, inclusiv prin
facilitarea selectionarii de bacterii rezistente sau multi-rezistente.

Microcalorimetria reprezintd o metodd recomandabild deoarece conduce la
obtinerea unor rezultate rapide, cu o sensibilitate crescuta.

Pentru a deveni o metodd de diagnostic, cu importantd practicd in medicina
curativd, este necesara continuarea studiilor (eventual in cadrul unui proiect post-doctoral)
si punerea la punct a unui protocol de lucru care sa poata sa fie utilizat de orice alta echipa,
in conditii similare si cu rezultate reproductibile.

Tandemul Microcalorimetrie - MALDIT-TOF-MS poate reprezenta o variantd
interesanta si utila, cu foarte bun potential.

Studiul doctoral a demonstrat ca microbii recoltati de la nivelul unor procese
septice sunt foarte asemanatori (microcalorimetric) cu microorganismele liofilizate, ceea ce

ridica ipoteze pentru viitoare directii de cercetare.

6. Utilizarea sonicarii implantelor infectate pentru dezangrenarea
celulelor bacteriene combinati cu diagnosticul utilizand tehnici de

biologie moleculara

6.1. Introducere
Conform datelor din literatura de specialitate, combinarea sonicarii implantelor cu

amplificarea geneticd (prin tehnica PCR) reprezintd o strategie recomandatd pentru

.....

a fost utilizarea experimentald in vederea introducerii In practicd a acestei recomandari.
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6.2. Materiale si metode
Tn cadrul acestui studiu s-au utilizat 3 implante infectate, extrase de la pacienti
internati in sectia de ortopedie si traumatologie a SUUB. Materialele recoltate au fost

sonicate si ulterior s-a utilizat amplificarea genetica (PCR) in tehnica multiplex PCR.

6.2.1 Izolarea si identificarea tulpinilor bacteriene

Prelevarea s-a realizat cu un tampon steril umectat in SSF, stergdndu-se intreaga
suprafatd a protezei. Suspensia obtinuta in SSF a fost centrifugata (4.000 rpm, 10 min),
sedimentul obtinut, precum si tesutul recoltat de pe proba 1 si 3 au fost pastrate la -70° C.
Tamponul a fost descarcat pe placi Petri cu geloza sange si pe placi Petri cu mediul
Sabouraud, dar si in mediu lichid - bulion simplu. Incubarea s-a realizat timp 24 ore la 37°
C (respectiv la 28°C pentru eventualii fungi, pe mediul Sabouraud). Dupa 24 ore, din
bulion a fost Insdmantata o placa cu geloza sange si una cu Sabouraud, plici incubate in
aceleasi conditii mentionate mai sus.

6.3. Rezultate

Tulpinile prelevate (din cele 3 implante, notate P1, P2, P3) au fost identificate prin
MALDI-TOF ca fiind P1- Staphylococcus epidermidis, P2- Staphylococcus aureus, P3-
Staphylococcus aureus. La nivel molecular, probele P2 si P3 au fost pozitive pentru gena
nuc, confirmandu-se astfel tulpinile respective ca fiind S. aureus.

Rezultatele au aratat ca toate tulpinile izolate au fost rezistente la unele antibioticele
beta-lactamice (penicilina si ceftarolind). Se remarca tulpina de S. epidermidis care pe
langa rezistenta la beta-lactamice a fost rezistenta si la tetraciclina si la macrolidele testate
(azitromicina si eritromicina) (tabel V1.1, figura 6.1.).

Tabel V1.1. Pattern-ul de sensibilitate al tulpinilor analizate

STX RIF

S. epidermidis

S. aureus

S. aureus

CN AZM E DA TE LZD

S. epidermidis S

S. aureus

N

S. aureus
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Figura 6.1. Antibiograma tulpinilor analizate P1- S. epidermidis, P2- S. aureus, P3-

S. aureus

Rezultatele au fost confirmate si la nivel molecular, S. epidermidis (P1) fiind
pozitiv pentru gena mecA. (fig 6.2.)

Toate tulpinile analizate au fost pozitive pentru gena blaZ, care confera rezistenta la
antibioticele beta lactamice. Tulpina de S. epidermidis rezistenta fenotipic la tetraciclina a
fost pozitivd pentru gena tetM. Rezistenta la macrolide nu s-a confirmat la nivel

molecular, tulpina respectiva fiind negativa pentru genele ermA si ermC. (fig. 6.3.)
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Figura 6.2. Electroforeza in gel de agaroza 1,5% a ampliconilor nuc (279
pb) si mecA (532 pb.)

Figura 6.3. Electroforeza in gel de agaroza 1,5% a ampliconilor blaZ (173
pb.), ermA si ermC (190, respectiv 299 pb.) si tetM si tetK (158, respectiv 360

pb.)

La nivel molecular, s-a testat prezenta la tulpinile analizate a mai multor gene:

fnbA, fnbB si fib ce codifica pentru proteinele care leaga fibronectina (FnBPA si FnBPB),
gena cna care codifica pentru proteina de legare a colagenului, gena ebpS care codifica
proteina de legare a elastinei, genele clfA si clfB care codifica pentru factorul clumping
(coagulaza legata), proteina asociatd peptidoglicanului, care leaga fibrinogenul precum si
prezenta genei bbp codificatoare pentru proteina de legare a sialoproteinelor din oase.

De asemenea s-a determinat prezenta unor gene care codificd pentru o serie de
toxine: gena luk-pv (pentru leucocidina Panton-Valentine), gene ale locusului hig
(codificatoare pentru gamma hemolizina), gene SeA-E pentru enterotoxinele stafilococice,

gena tst pentru toxina sindromului de soc toxic.
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Rezultatele obtinute prin PCR efectuate sunt prezentate in tabelul V1.2.
Tabelul VI.2. — Rezultate obtinute prin PCR

bbp epbsS fbnB fib clfA clfB

S. epidermidis - - - - -

S. aureus

S. aureus

Nr. | tulpina fnbA
1. S.
epidermidis | _ } ) _ _ )
2. S. aureus
3. S. aureus

6.5. Discutii

Un studiu realizat de Romano et al. a subliniat importanta identificarii bacteriene
corecte si precoce, in raport cu potentialul economic negativ al administrarii de tratamente
empirice sau al tratarii decimentarilor sau mobilizarilor implantelor ca fiind de cauza
aseptica. Beneficiul economic al sonicarii std in faptul ca este utilizat un singur aparat fara
costuri suplimentare si fara necesitatea unor reactivi costisitori. S-a demonstrat ca stabilirea
unui diagnostic incorect utilizand aceasta tehnica, produce o povara asupra sistemului de
sandtate este de doar 2%, In comparatie cu alte metode mult mai sofisticate, al caror esec in
a stabili diagnosticul corect poate sa ridice costurile cu pana la 20%. Identificarea precisa a
agentilor microbieni duce la scdderea timpului de spitalizare a unor pacienti, prin aplicarea
tratamentului corect, precoce, ceea ce duce la facilitarea reintegrarii sociale a acestora si
diminuarea costurilor pentru sistemul de sanatate. (46-47)

Tntr-un studiu realizat de Achermann et al. s-a demonstrat capacitatea superioard a
tehnicii PCR multiplex pentru detectia microorganismelor. Testele realizate prin aceastd
tehnica au avut capacitate de detectie de 78%, in comparatie cu identificarea prin culturd
bacteriana din lichidul extras prin sonicare, care a avut o ratd de identificare a agentului
microbian de 62%. (48-49) PCR multiplex a demonstrat utilitatea si in cazul pacientilor

care au primit antibioterapie Tnainte de prelevarea de probe biologice, in aceste cazuri, prin
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PCR multiplex s-a reusit identificarea in proportie de 100%, in conditiile in care metoda
standard a prezentat o capacitate de detectie de doar 42%. (50-53) Totusi, trebuie sa avem

in vedere si posibilitatea unor rezultate fals negative, chiar si in cazul utilizarii unor tehnici

foarte sensibile. (50,53-56)

6.6. Concluzii

Diagnosticul realizat prin combinarea metodelor de sonicare si de biologie
moleculard reuseste sa ofere foarte multe informatii despre bacteriile studiate.

Studiul realizat in cadrul pregatirii doctorale nu se poate compara, numeric, cu
studiile mai sus mentionate. Cu toate acestea, tehnicile discutate in prezentul capitol nu
sunt utilizate de rutind in tara noastra si ca atare initiativa de a le pune in practica ar putea
avea folos pentru viitor (chiar daca numarul testarilor este mic). Pe de alta parte, asa cum
se remarca din prezentarea de mai sus, chiar daca au fost studiate doar produsele provenind
de la 3 pacienti, numarul de teste efectuate este foarte mare si destul de complex. Datele
obtinute sunt incurajatoare si duc la propunerea de continuare a colabordrii si studiului in

acest domeniu.

7. Concluziile tezei de doctorat si contributiile proprii

13.1. Concluziile tezei

Scopul studiului doctoral a fost cercetarea aplicativa, multidisciplinara a patologiei
infectioase 1n sfera ortopedie si traumatologiei precum si evaluarea si optimizarea unor
tehnici de diagnostic microbiologice prin microcalorimetrie.

Privind infectiile in ortopedie, acestea reprezinta un subiect dificil, complex, de
mare responsabilitate, cu influente directe asupra pacientului, familiei, sistemului de
sanatate, atat medical cat si socio-economic.

Evolutia si prognosticul sunt in strinsd dependentd de punerea unui diagnostic
clinic, imagistic, de laborator, microbiologic, precis, eficient, cat mai rapid, precum si de
instituirea tratamentului antibiotic tintit, asupra microorganismului izolat si identificat.
Aparitia si extinderea fenomenului de rezistentd si multi-rezistentd la antibiotice si
chimioterapice impune pe de o parte cunostinte aprofundate, teoretice si practice din partea
clinicianului, iar pe de altd parte imbunatitirea metodelor de diagnostic microbiologic,
pacientilor investigati au fost Intalnite atat cazuri de infectii cu microorganisme rezistente

sau multi-rezistente cat si cazuri cu evolutie nefastd, spre deces. In cazul aparitiei unei
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infectii, spre exemplu dupa un implant, costurile personale (ale pacientului), familiale si
cele care se rasfrang asupra sistemului sanitar pot fi semnificative.

Pe parcursul perioadei in care s-a desfasurat studiul epidemiologic, s-au internat
133 de pacienti, de la care s-au izolat 139 de microorganisme. Motivele interndrii au
reprezentat fracturi, artroplastii, artrita septica post infiltratie intra-articulara, artrita septica
fara interventie chirurgicald. Majoritatea internarilor (n = 56) au reprezentat infectii
secundare unor fracturi, urmate de artroplastii (n = 44) si artrite septice fara interventie
chirurgicala (n = 22), respectiv post infiltratie intra-articulara (n = 11). Sase pacienti au
prezentat si o altd infectie, concomitent.

Staphylococcus aureus a fost microorganismul cel mai frecvent intalnit in infectiile
ortopedice, inregistrand inclusiv tulpini cu rezistenta si multi-rezistenta. Din cele 77 de
tulpini de S. aureus, 24 au prezentat un fenotip de rezistentd izolata la cefoxitin (profil
numit, in literatura, MRSA ,,comunitar”, community acquired MRSA), in timp ce 19 tulpini
au avut profil de multi-rezistenta (dintre care 14 fiind rezistenti la antibiotice din mai mult
de 3 clase antibiotice diferite), iar 34 de tulpini au fost multi-sensibile.

Pe perioada studiului s-au inregistrat 40 de infectii cu enterobacterii, dintre care 16
cu Klebsiella pneumoniae, 10 cu Escherichia coli, 6 cu Proteus spp., 6 cu Serratia
marcescens si 2 cu Enterobacter spp. Dintre acestea, 16 au prezentat fenotip ESBL (cu
rezistentda inclusiv fata de cefalosporine de generatia a III-a), Tn timp ce 3 tulpini au
prezentat si rezistentd la ertapenem. Nici un izolat din cele testate nu a prezentat rezistenta
la alte carbapeneme.

Microcalorimetria, element central al studiului doctoral, se dovedeste o metoda ce
permite obtinerea de rezultate mai rapid si cu o sensibilitate crescutd, in comparatie cu alte
tehnici clasice sau moderne. Studiul doctoral a aratat cd microcalorimetria poate fi utilizatd
antibiotice si chimioterapice.

Experienta acumulata lucrand cu Candida albicans permite extinderea studiilor, in
cadrul Laboratorului de Biocalorimetrie, si la alti fungi.

Un element de noutate, negasit in literatura de specialitate romaneasca si strdind se
refera la temperatura optima de dezvoltare a C. albicans, considerata quasi-unanim 28°C.
Studiul doctoral, utilizand microcalorimetria izoterma a demonstrat ca la 26°C fluxul de
cildura este semnificativ mai mic. Incepand cu 30°C cresterile se uniformizeaza insi se
poate observa ca cele doud variabile (durata si fluxul de cdldurd) cresc progresiv pana la

37°C pentru ca apoi sa scada atunci cand experimentul este realizat la 40°C.
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Studierea interactiunii bacteriofag-bacterie, element de noutate in literatura de
specialitate romaneasca, s-a dovedit promitatoare. Studiul doctoral a deschis acest drum si
a pus bazele pe care se pot realiza optimizarea cuantificarii prezentei si efectului
bacteriofagilor precum si investigarea raspunsului la o combinatie intre bacteriofagi si alte
substante cu activitate antibacteriana.

Studiul doctoral, pornind de la materiale ortopedice extrase, utilizdnd o combinatie
intre sonicare si amplificarea geneticad prin PCR multiplex, a dovedit viabilitatea acestor
metode, rezultatele obtinute fiind Incurajatoare si in concordanta cu datele din literatura de
specialitate.

Atat in privinta elementelor clinice, epidemiologice cat si in privinta elementelor de
laborator, studiul doctoral a demonstrat necesitatea extinderii colaborarilor cu spitale sau
sectii de profil din Bucuresti si din tara.

Colaborarea intre medicii din diferite specialitati, ortopedie si traumatologie, boli
infectioase, medicind de laborator, microbiologic medicald, epidemiologie, imagistica
precum si cu personalul implicat 1n activitati de cercetare este deosebit de importanta.
Colaborarea poate permite validarea unor metode, imbunatatirea sau inovarea altor metode
si in final aplicarea practicd in cadrul sistemului de sanatate a metodelor puse la punct,
pentru binele pacientilor si binele societatii.

13. 2. Contributii personale

Am realizat un studiu de amploare asupra unor aspecte epidemiologice ale
infectiilor din sfera ortopedicd in unul dintre cele mai mari spitale din Romania.

In cadrul studiului doctoral s-au realizat unele experimente in premiera pentru
Laboratorul de Biocalorimetrie din Institutul National de Chimie Fizicd ,,Ilie Murgulescu”
din Bucuresti, inregistrandu-se curbe de crestere pentru Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp, Salmonella spp., Candida albicans si Enterocococcus faecalis.

O altd noutate a pregatirii si studiului doctoral a fost reprezentata de evaluarea
microcalorimetrica a unor tulpini de Staphylococcus aureus, izolate 1in clinica,
demonstrand reproductibilitatea cresterii microcalorimetrice si in context clinic. Aceasta
reprezinta un pas semnificativ in trecerea de la cercetare fundamentala la aplicare practica
a tehnicii.

O provocare semnificativd a fost incercarea de a continua traditia scolii romanesti
de microbiologie, avand ca reprezentant de seama pe Profesorul Mihai Ciuca, Tn studiul
practic al interactiunii bacteriofag-bacterie. Evaluarea microcalorimetrici a acestei

interrelatii a fost realizata pentru prima datd in Roméania in cadrul studiului doctoral.
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Pentru o mai buna caracterizare a tulpinilor izolate si evaluarii rolului pe care
microcalorimetria il poate juca in diagnosticul microbiologic si abordul infectiilor
ortopedice, am utilizat o serie de analize complementare, care, desi nu sunt disponibile in
toate centrele, si-au castigat deja locul in practica clinica: MALDI-TOF, utilizarea sonicarii
cuplatd cu PCR multiplex. Crearea unei baze de colaborare intre clinica de ortopedie si
traumatologie a SUUB si echipe de cercetare recunoscute, reprezintd un element important
de cercetare aplicativa.

Publicarea ca si co-autor a unei lucrari intr-o revista cotata ISI Thomson (FI: 3,287)
precum si in calitate de prim autor a unei lucrari in ISI Proceedings reprezintd o onoare,
dar si imbold de a continua cercetarile si activitatea publicistica. Lista completa a lucrarilor
publicate si a lucrarilor comunicate este prezentata in debutul tezei de doctorat.

Avand 1n vedere studiul doctoral, teza de doctorat, cele mentionate mai sus, precum
si activitatea de diseminare a rezultatelor, se poate considera ca obiectivele de cercetare
stabilite la inceputul pregatirii au fost atinse.

Microcalorimetria izoterma reprezintd o metoda rapida si putin costisitoare pentru

evaluarea, diagnosticul microbiologic si testarea susceptibilitdtii la antibiotice a
microorganismelor izolate de la pacienti cu infectii ortopedice. Dezavantajul tehnico-
economic este reprezentat de investitia initiald n sistemul microcalorimetric care ramane si
astazi semnificativa.

Cercetdrile pot fi continuate prin optimizarea cuantificarii prezentei si efectului
bacteriofagilor asupra tulpinilor de Salmonella, céat si extinderea studiilor asupra altor
microorganisme frecvent implicate in infectii ortopedice. Alta directie de cercetare este
studiul microcalorimetric in timp real a interactiunii dintre bacteriofagi si alte substante cu
activitate antibacteriand. Chiar daca rezultatele obtinute par atit interesante practic cat si
deosebite de datele din literatura internationala (o altd temperatura optimd de dezvoltare a
C. albicans), studiile trebuie continuate si validate prin cercetarea altor tulpini din genul
Candida si alte genuri fungice.

Prima etapa a studiului doctoral este prezentata in sectiunea 1 prin colectarea si
analiza de date privind toti pacientii internati si tratati pe sectia de ortopedie si
traumatologie a SUUB pentru infectii aparute in sfera musculo-scheletala. Datele colectate
au fost in concordanta cu cele publicate in literatura de specialitate. Patologiile asociate cel
mai frecvent intalnite in randul pacientilor care au suferit o infectie sunt in primul rand la
nivelul sistemul cardiac, urmate de obezitate, tabagism si alcoolism cronic, dar si cele care

apar prin neglijenta terapeutica (decompensarea diabetului zaharat sau a sindromului
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varicos gambier). Majoritatea pacientilor care au fost internati pe sectia ATl au prezentat
infectii cu germeni multi-rezistenti.

Informatiile au fost interpretate statistic si au fost prezentate In primul capitol
coroborat cu date din literatura.

Urmatoarea etapa a studiului a fost realizarea de experimente microcalorimetrice
utilizand tulpini standardizate (ATCC), prezentate in cadrul subcapitolului 2.3. Aceasta
etapd a fost necesarda pentru acumularea de informatii despre morfologia cresterii
microcalorimetrice. Reproductibilitatea metodei impune aplicarea riguroasa a unui
protocol de lucru, detaliat in cadrul sectiunii 2.2.1.

Utilizdnd protocolul standard am realizat studii de crestere microcalorimetrica
asupra unei tulpini fungice (C. albicans), modificand corespunzator protocolului standard,
detaliat 1n sectiunea 3.2.2. Realizarea acestor experimente in conditii diferite de
temperaturd si de volum a demonstrat cd amprenta termicad este un concept valabil si 1n
cazul fungilor.

Luand in considerare aparitia numeroaselor tipuri de bacterii multi-rezistente am
realizat experimente de interactiune bacterie-bacteriofag, deoarece utilizarea
bacteriofagilor pentru tratamentul infectiilor bacteriene este un concept viabil. In cadrul
sectiunii 4 a lucrarii sunt detaliate etapele parcurse. Pentru a observa interactiunea dintre
cele doud am realizat experimente cu volume de bacteriofag din ce in ce mai mari in raport
cu volumul introdus de bacterie obtinand rezultate promitatoare.

Dupa ce am realizat numeroase experimente utilizdnd microorganisme liofilizate in
diferite conditii experimentale si am reusit elaborarea unui protocol de lucru viabil cu
rezultate reproductibile, am inceput etapa principala a lucrdrii de doctorat, detaliata in
sectiunea 5. Utilizdnd microcalorimetrul am investigat din punct de vedere termic tulpini
bacteriene izolate din procese septice localizate la nivelul sistemului musculo-scheletal.
Rezultatele au fost promitatoare, majoritatea curbelor descrise fiind reproductibile si
superpozabile cu cele realizate utilizdnd tulpinile ATCC. Asa cum am observat in
sectiunea dedicata studiului epidemiologic, majoritatea tulpinilor au fost de S. aureus insa
am efectuat experimente si cu alte tipuri de microorganisme.

Ultima etapa a studiului prezentata in cadrul sectiunii 6, combina metoda sonicarii
implantelor de uz ortopedic infectate cu tehnici de biologie moleculara pentru
caracterizarea extinsd a agentilor patogeni. Acest protocol de lucru a fost aplicat pe 3
implante extrase in cadrul sectiei de ortopedie a SUUB si in tandem cu studiul

microcalorimetric, rezultatele regasindu-se in cadrul sectiunii 5.
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