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Introducere

Accesul la apa potabila este esential pentru sanatate, constituie un drept fundamental
al omului si reprezinti o componenta a politicii in slujba sanatatii publice. in decembrie 2003
Organizatia Natiunilor Unite a declarat perioada 2005-2015 ca Decada Internationala ,,Apa
pentru Viatd” (WHO, 2008).

Cantitatea si calitatea apei disponibile consumului uman sunt elemente de cuantificare
a calitatii vietii, iar utilizarea rationald a resurselor tindnd cont de capacitatea de suport a
ecosistemelor in care trdim constituie indicatori de durabilitate ai societdtii. Gestionarea
corectd si protectia surselor de apa, aplicarea celor mai eficiente metode de tratare si
managementul distributiei sunt termenii cheie ai strategiilor ce se doresc a fi implementate pe
intreg Globul. Preocuparile actuale de imbunatatire a proceselor si tehnologiilor in vederea
cresterii productivitatii sunt evidente in sectorul apei, la fel ca si in industria alimentara, cu
scopul de a oferi cel mai indispensabil produs de consum unei populatii aflate in continua
crestere.

Apa potabild nu este doar un lichid destinat hidratdrii, ci interactioneaza cu toate
componentele industriale, agricole, economice, sociale si culturale ce caracterizeaza
societatea umana. Insd importanta supremai a accesului la o apa potabild sigura este legati de
sanatatea omului. Apa potabila constituie un vehicul foarte important in diseminarea
microorganismelor ce interactioneaza cu organismului uman.

Analizele de rutina efectuate in monitorizarea calitdfii vizeaza masa apei si nu pot
surprinde diversitatea speciilor ce populeaza acest ecosistem, nici complexitatea si fluctuatia
proceselor care se desfasoard aici. Biofilmul, in schimb, poate constitui o sursd adecvata
pentru investigarea microbiotei acvatice, gazduind o mare concentratie dar si 0 varietate de
microorganisme, ce pot supravietui timp indelungat, protejate in matricea polimerica.

Aderarea microorganismelor la suprafete si acumularea biofilmelor in sistemele de
apa genereaza pe de o parte probleme de naturd tehnica, iar pe de alta parte pot deteriora
calitatea apei. Biofilmele asociate apei potabile constituie un rezervor de microorganisme:
bacterii, virusuri, protozoare, fungi si alge. Acestea se acumuleaza si se multiplica in biofilm,
iar ulterior pot contamina apa prin dispersie. De aceea, informatii suplimentare privind
compozitia specifica si genofondul consortiilor microbiene ar putea servi la prevenirea unor
eventuale riscuri microbiologice.



Scopul lucrarii

Scopul acestei lucrari il constituie cercetarea biofilmelor asociate apei, in procesele de
captare, tratare si distributie a apei potabile din judetul Cluj. Obiectivele principale sunt de a
aduce noi informatii referitoare la compozifia si activitatea microbiotei indigene, dar si la
dinamica proceselor bacteriene ce se desfasoara intr-un sistem de apa. Acesta este primul
studiu desfasurat i1n Romania in vederea investigarii comunitatilor microbiene atasate
suprafetelor si organizate in biofilme, aflate in contact cu apa potabila.

Ipoteza complexitatii structurale si functionale a biofilmelor din statia de tratare a apei
si din sistemele de distributie a condus la abordarea a doua directii de interes: pe de o parte a
efectului potential in degradarea calitatii apei, iar pe de alta parte a impactului asupra
infrastructurii.

A fost studiatd variabilitatea spatiala si temporala a activitatii microbiene, din punct
de vedere al prezentei unor specii de bacterii. Au fost vizate microorganisme ce ofera
informatii nespecifice despre microbiota biofilmelor (numar total de germeni), dar si specii
care indica sau reprezinta un potential risc asupra sanatatii umane (indicatori de contaminare
fecala si patogeni oportunisti). Totodata, investigarea activitatilor enzimatice si fiziologice
are ca tintd detectarca eliberarii unor compusi metabolici ce pot avea efecte nedorite:
deteriorarea calitatii apei, generarea si intretinerea biocoroziunii.

A fost urmaritd si influenta procesului de tratare asupra comunitdtilor de
microorganisme atasate. Au fost monitorizate biofilme din diverse etape de tratare,
concomitent cu inregistrarea parametrilor fizico-chimici si microbiologici in apa. Au fost
realizate modelari experimentale pentru investigarea influentei concentratiei nutrientilor si a
temperaturii asupra dezvoltarii biofilmelor. De asemenea, a fost urmarit efectul unor
dezinfectanti asupra consortiilor bacteriene atasate si protejate n matricea biofilmului.

Tn contextul unor probleme presante datorate multirezistentei bacteriene, la nivel
global, comunitatea stiintificd internationald manifesta un interes deosebit in ceea ce priveste
aparitia si diseminarea genelor ce codifica rezistenta la dezinfectanti si antibiotice. Tn acest
sens, analiza prin metode moleculare a microbiotei biofilmelor a urmarit verificarea prezentei
unor elemente genetice responsabile de rezistenta la agenti antimicrobieni si de propagarea
acesteia 1n populatiile de bacterii.

1. Biofilmul — o0 noui paradigmai in microbiologie

Bacteriile dezvolta, in general, doua modalitati de comportament: plutirea libera a
planctonului, forma in care organismele unicelulare plutesc sau inoata independent intr-un
mediu lichid si cea in care celulele sunt ferm atasate unele de altele, de obicei aderand la
suprafata unui substrat, formand o structura solida (Costerton si colab., 1987; Flemming,
2009). Biofilmul reprezintd o comunitate structuratda de microorganisme sesile, care Tsi



dezvoltd o matrice polimericd aderentd la o suprafatd vie sau inertd (Zarnea si Popescu,
2011). Aceste structuri emergente se caracterizeaza, de asemenea, prin heterogenitate
structurala si functionald, comunicare intercelulara prin quorum sensing si compozitie in
general plurispecifica (Costerton, 1994; Donlan, 2002; Dreeszen, 2003).

Biofilmele sunt ubicuitare in medii naturale si antropice. Morfologia si amprentarea
biochimica prin intermediul biofilmelor utilizate ca biomarkeri au identificat astfel de
structuri robuste fosilizate, cu o vechime de 3,8 miliarde de ani, in roci terestre (Westall si
colab., 2000). Materii provenite din spatiul cosmic sunt de asemenea analizate Tn ciutarea
unor dovezi privind evidente ale unor forme de viata extraterestra (Toporski si colab., 2003).

Descoperirile recente au demonstrat faptul ca microorganismele sunt esentiale in
aproape orice procese desfasurate pe planeta noastra (Maloy si Schaechter, 2006). Conceptul
de biofilm reprezintd o noua paradigma in microbiologie: 99% din bacteriile de pe Terra
traiesc associate in consortii complexe, atasate suprafetelor (Costerton si colab., 1987), iar
abordarea lor indica noi perspective de cercetare. Diferentierea celulard, specializarea
indivizilor si comportamentul social au lansat ipoteza cd biofilmele reprezintd sisteme
multicelulare primitive (Webb, 2007). Studiul biofilmelor devine astfel un domeniu
interdisciplinar si multidisciplinar, antrenand microbiologi, ingineri, medici, ecologi,
specialisti n evolutionism, microscopie, geneticieni, chimisti, fizicieni, matematicieni,
igienisti, toxicologi din intreaga lume (Costerton si Wilson, 2004; West si colab., 2007).

2. Impactul biofilmelor asupra calitatii apei potabile

Fenomenul acumuldrii biofilmelor (biofouling) are loc, fard exceptie, in toate
sistemele de producere, stocare si distributie a apei, in ciuda mediului relativ nefavorabil
datorita oligotrofiei, temperaturilor scazute, prezentei dezinfectantilor si conditiilor hidraulice
(Moritz, 2011). Depozitele provin din materiile in suspensie transportate de apa, din
activitatea microbiand si din reactiile fizico-chimice de la interfatd si din masa apei
(Echverria si colab., 2009).

Intr-o retea de distributie se estimeazi ca aproximativ 95%, este localizatd atasat
suprafetelor, in timp ce doar 5% din microorganisme se afla Tn masa apei. De aceea, un
procent infim poate fi prelevat si detectat in analizele de rutind (Flemming si colab., 2002).
Biofilmele indeplinesc un rol esential, de bariera biologica in procesul de tratare a apei, fiind
capabile sa retina particule (inclusiv microorganisme patogene) si sa indeparteze nutrientii
(Fonseca si colab., 2001, Langmark si colab., 2004; LeChevallier si Au, 2004; Tellen si
colab., 2010). Bacteriile sesile asociate In biofilme manifesta proprietiti de bioacumulare si
biodegradare superioare celulelor planctonice (Araya si colab., 2003).

Pe de alta parte, acumularea biofilmelor in sistemele de apa potabild poate induce
deteriorarea calitatii apei (O’Connor si O’Connor, 2001; Skraber si colab., 2005; Lee si
colab., 2006; Wingender si Flemming, 2011) si coroziunea (Videla si Characklis, 1992;
Beech si Flemming, 2000; Coetser si Cloete, 2005). Scaderea randamentului proceselor de



purificare a apei si a celor de incélzire sau racire, reducerea eficientei transportului apei si
agentului termic sunt alte consecinte ale colonizdrii microbiene la suprafetele asociate apei.

Evaluarea cantitativd si prescriptivd reprezintd tendinta actualda in abordarea
biofilmelor. Predictia comportamentului bacterian in sistemele de apa potabild necesitd
intelegerea detaliatd a efectelor pe care le au 1n procesele de atasare, detasare, supravietuire,
multiplicare si viabilitate microbiand, cele trei tipuri de factori abiotici si biotici: natura si
caracteristicile substratului, compozitia biofilmului, inclusiv interactiunile microorganismelor
si proprietatile apei.

3. Investigarea biofilmelor din statia de tratare si reteaua de distributie
a apei potabile din Judetul Cluj

Dezvoltarea durabili. Calitatea apei supuse potabilizarii in Roméania

Strategia Nationald pentru Dezvoltare Durabild a Romaniei, intocmitd in anul 2008,
stabileste obiective concrete, orientate spre imbunatatirea calitatii vietii oamenilor si a
relatiilor dintre ei, in armonie cu mediul natural (Popovici si colab., 2008). Tn cadrul acestei
strategii, dezvoltarea durabild se referd la trei elemente: epuizarea resurselor, aspecte
ecologice si de mediu si calitatea vietii.

In anul 2008, Indicele Societitii Durabile, calculat pentru 37 de tari ale Europei, in
functie de 22 de indicatori, plaseazd Romania pe locul 23, cu un scor general de 5,7.
Indicatorii care fac referire la apa au 0 contributie importanta (Tabelul 1). Si totusi, statisticile
indica faptul ca 43% din populatia Roméaniei nu are acces la apa potabila sigurd si controlata,
alimentarea realizandu-se din surse proprii (fantani si puturi forate). Insuficienta apei in tara
noastrd nu se datoreaza resurselor limitate, ci contamindrii acestora, in principal datorita
poludrii antropice (Popovici si colab., 2008; Muresan si colab., 2010; Rosu si colab., 2010).

. Scorul maxim Scorul minim
. Romania .. ..
Indicatorul Europa - 37 tari Europa - 37 tari
Scorul Locul Scorul Statul Scorul Statul
3. Api potabild suficientd® 5,7 37 10 Danemarca 5,7 Romania
8. Calitatea apelor de suprafata® 2,9 37 91 Norvegia 2,9 Romania
16. Utilizarea resurselor
8,9 18 10,0 Islanda 0,0 Malta

regenerabile de apa

Tabel 1. Indicatorii care fac referire la apa si situatia Romaniei in anul 2008 (dupa Popovici si colab., 2008).
a - 43% din populatia tarii nu are acces la o sursa sigura de apa; b - date din anul 2003.

Strategiile asigurarii unei ape potabile de calitate populatiei deservite de catre
operatorii din industria apei includ: selectia celor mai bune surse, protectia bazinelor ce
servesc ca surse de apd, realizarea unor procese de tratare eficiente $i managementul
distributiei apei.



Apa potabila in Cluj-Napoca

Producatorul si furnizorul de apa potabild in zona Clujului este Compania de Apa
Somes SA, care asigura servicii de captare, tratare, transport si distributie a apei potabile, pe
de o parte, precum si de colectare, transport, epurare si evacuare a apelor uzate pe de alta
parte. Avand o traditie de peste un secol de la infiintarea Uzinelor de Apa si Canalizare,
compania este primul operator regional licentiat clasa I din Romania care deserveste doua
judete: Cluj si Salaj, furnizand apa potabila unui numar de aproape 700.000 de locuitori in 8
municipii si orase si 112 localitati rurale.

Apa potabilda a Clujului provine in cea mai mare parte din surse de suprafatd, de o
calitate superioara, reprezentate de o suitd de lacuri de acumulare situate in bazinul superior
al Somesului Mic (Fig. 1), componenta a bazinului hidrografic Somes-Tisa.

!
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Fig. 1 Principalele surse de apa potabila ale Clujului: A — Lacul Gilau; B — Lacul Somesul Cald;
C — Lacul Tarnita; D — Raul Somesul Rece; E — Raul Agérbiciu.

Barajele construite in cascada pe raurile Somesul Cald, Somesul Rece si Somesul Mic
permit acumularea unui volum imens de apa si indeplinesc multiple roluri: asigurare a apei
potabile si industriale, energetic, atenuare a inundatiilor, sisteme de irigatii, recreational,
pescuit sportiv si alimentarea unor pastravarii. Din anul 2008, lacurile Fantanele-Belis si
Tarnita au fost incluse in lista cailor navigabile interioare ale Romaniei, prin HG 665/2008,
aspect controversat, intrucat ele fac parte dintr-un bazin strategic, reprezentand principala
sursa de apa potabild ce alimenteaza Clujul si zonele adiacente.

Statia de Tratare a Apei localizata in Gilau functioneaza din anul 1973, dispunand de
trei surse alternative de apa bruta: Lacul Gilau, Lacul Somesul Cald, din anul 2000 si Lacul
Tarnita, din anul 2009. Apa bruta se incadreaza in categoria de calitate A1 pentru majoritatea



parametrilor fizico-chimici si microbiologici, iar apa finala corespunde normelor in vigoare
(din datele laboratorului si date publice).

Procesul de tratare a fost permanent Tmbunatatit la randul sau, aliniindu-se
standardelor actuale. Etapele parcurse in scopul potabilizarii apei (Fig. 2) sunt urmatoarele:

e micrositare pentru indepartarea impuritatilor grosiere;

e dezinfectie primara sau preclorinare;

e adaugare de reactivi, dupa caz (sulfat de aluminiu pentru coagulare, carbonat de

calciu pentru corectia pH-ului si polielectrolit ca agent de floculare);

e decantare prin sedimentare;

e filtrare rapida prin filtre de nisip in dublu curent;

e dezinfectie finald prin clorinare;

e stocare in rezervoare si distributie in functie de consum.
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Fig. 2 Procesul de tratare al apei in Cluj: M — micrositare; P — preclorinare; R — adaugare reactivi;
D — decantare; F — filtrare rapida prin filtre de nisip in dublu curent; C — dezinfectie finala prin clorinare;
S — stocare n rezervoare; L — laborator.

Premise. Localizarea punctelor de prelevare

Activitatea microbiand este unul din factorii importanti in procesul de purificare al
apei (Hendel si colab., 2001). Calitatea apei este astfel dependentd de compozitia specifica si
de fiziologia comunitatilor microbiene pe parcursul proceselor de tratare, stocare si transport
al apei potabile.

Biofilmele formate in mod natural au fost prelevate din urmatoarele puncte (Fig. 3):



I. Captare: din conducta de aductiune a apei din Lacul Somesul Cald, de tip HOBAS
(fibra de sticla ranforsatd), cu 0 vechime de 10 ani;

Il. Tratare: din etapa de decantare, de pe substrat de beton si otel, precum si din etapa de
filtrare, de pe granulele de nisip;

I11. Distributie si stocare: - din sistemul de distributie in zona strazii Maramuresului,
dintr-o conducta din otel, functionand din anii 1972-1973.

- din rezervoarele Zorilor 1, Zorilor II si Baciului - rezervoare
din beton cu capacitatea de 2.500 m®. Din aceste puncte s-au prelevat probe de sediment de
pe fundul rezervoarelor, la golirea acestora, intrucat pe peretii verticali nu se inregistreaza
acumulari de biofilm.

Il Sistem de distributie strMaramuresului O .
VI. Rezervor. Baciuluiiossssss o Nt ¥ P 8
‘ TR CU =N apoca s
!
iRezervor Zorilor 1

.
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|- Statia de Tratare @ = & =4 - | PPN

"
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-

3

< ’V.
& .,

Google earth
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Fig. 3 Punctele de prelevare a probelor de biofilm: I. Statia de Tratare Gilau; II. Conducta aductiune Lac
Somesul Cald; I1I. Sistem de distributie str. Maramuresului; IV. Rezervor Zorilor I; V. Rezervor Zorilor II;
VI. Rezervor Baciului.

4. Materiale si metode

Prelevarea si pregatirea probelor pentru analize

Probele de biofilm au fost recoltate prin raclare, din puncte de prelevare prestabilite,
urmand acelasi protocol pe toatd durata studiului. Toate procedurile aferente colectarii,
procesdrii i executiei, corespunzatoare analizei microbiologice au fost efectuate in conditii
sterile.

10



Biofilmele au fost colectate dupa urmatorul protocol, pentru a surprinde o proba

reprezentativa:

° Prestabilirea mai multor zone de prelevare din decantor, filtrul de nisip,
rezervor sau conducta;

o Recoltarea unor cantitati excedentare de biofilm, respectiv de sediment;

o Transportul in laborator;

o Omogenizarea si esantionarea probelor.

Simultan cu investigarea biofilmelor din statia de tratare a fost realizatd si
monitorizarea conditiilor oferite de masa apei, prin prelevarea unor probe de apa bruta, in
vederea determinarii parametrilor fizico-chimici, chimici si microbiologici.

Toate analizele microbiologice, fizico-chimice si chimice au fost efectuate intr-un
laborator acreditat din cadrul statiei de Tratare a Apei a Companiei de Apa Somes SA Cluj-
Napoca. Analizele enzimologice si determinarile moleculare au fost efectuate in laboratoarele
Facultatii de Biologie si Geologie a Universitatii Babes-Bolyai, Cluj-Napoca.

Metode microbiologice

Analizele microbiologice au fost efectuate prin tehnici conventionale de cultivare,
urmarind dezvoltarea microorganismelor viabile si cultivabile, prin inocularea probelor de
biofilm sau a dilutiilor corespunzatoare in medii de cultura generale sau selectiv-diferentiale.
In acest scop au fost pregitite serii de dilutii succesive, pani la 10, in apa peptonata sterila.

Au fost utilizate trei metode de cultivare:
e inocularea in medii cu agar fie prin incorporarea inoculului in masa mediului
(numar total de germeni, NTG), fie prin distributia acestuia la suprafata agarului solid
(bacterii mangan oxidante).

o metoda membranei filtrante: filtrarea suspensiilor de biofilm prin membrane sterile
din esteri de celuloza, cu porozitatea de 0,45 pm, urmata de plasarea acestora pe medii de
cultura specifice (enterococi intestinali, Clostridium perfingens, Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila).

e metoda tuburilor multiple: inocularea probelor din cel putin trei dilutii succesive in
serii a cate 5 eprubete (germeni coliformi si Escherichia coli, bacterii amonificatoare,
denitrificatoare, sulf reducatoare, sulf oxidante, sulfat reducatoare si fier reducatoare).

Dupad inocularea si incubarea respectand conditiile necesare cresterii fiecarei
specii/grup tinta, au fost numadrate coloniile tipice pe mediile solide, respectiv au fost
urmarite reactiile specifice cresterii in bulioane si au fost efectuate teste biochimice specifice
in vederea confirmarii (Krumbein si Altman, 1973; Alexander, 1982; Cusa, 1996; Dragan-
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Bularda, 2000; Atlas, 2004). A fost efectuata si identificarea fenotipica cu ajutorul kiturilor
API.

Analiza activitatilor microbiene ce caracterizeaza biofilmele asociate apei potabile a
inclus si determindri enzimatice, evaludndu-se activitatea dehidrogenazica, fosfatazica si
catalazica (Dragan-Bularda, 2000).

Evaluarea influentei temperaturii §i a concentratiei nutriengilor asupra comunitatilor
autohtone de bacterii din biofilmele statiei de tratare s-a realizat cu ajutorul tehnicii
colorimetrice a determinarii densitatii biofilmului (estimarea biomasei prin metoda colorarii
cu cristal violet).

Tn scopul evaluarii efectului dezinfectantilor asupra bacteriilor din biofilm a fost testat
gradul de recuperare, respectiv abilitatea de crestere pe medii de culturd a populatiilor de
bacterii dintr-un biofilm martor, comparativ cu cea a bacteriilor din biofilme supuse actiunii
unor solutii de dezinfectanti (Tabelul 2). Efectul antimicrobian al fiecarui dezinfectant a fost
estimat prin calcularea valorii de reducere logaritmica a cresterii bacteriene (log reduction
value = LRV), pentru fiecare tip de microorganisme tinta (Hamilton, 2010).

Componente active Nume comercial Producitor
Dicloroizocianurat de sodiu Clorom G&M, Roménia
Hipoclorit de sodiu Hipoclorit de sodiu Penta, Cehia
N-cloro-p-toluen sulfonamida Chloramina-T Sintofarm, Roméania
Dioxid de clor TwinOxide TwinOxide, Olanda
Floran: Mosslein, Germania
Acid sulfamic Topix 40%vol
Acid clorhidric Filtrasan 40%vol
Apa oxigenata, Acid acetic, Acid peracetic Oxis 20%vol

Tabel 2. Dezinfectantii testati pentru efectul antibacterian asupra bacteriilor din biofilm.

Investigarea rezistentei bacteriene la biocide si antibiotice prin metode
moleculare

Prezenta Tn microbiota biofilmelor asociate apei potabile a elementelor genetice ce
codificd rezistenta bacteriand la agenfi antimicrobieni, a fost investigatd prin metode
moleculare.

Au fost selectionate 96 de izolate: 58 (60%) colonii preluate de pe medii de cultura ce
tintesc bacterii inofensive, caracteristice mediului inconjurator, respectiv 38 (40%) colonii
preluate de pe medii de culturd ce tintesc indicatori de contaminare fecala si bacterii
oportunist patogene.

Au fost tintite urmatorii determinanti genetici: integroni clasa 1, gena integrazei
(intl1) si casetele de gene specifice (gacG, gacH, gacE), gene ce codifica rezistenta la
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compusi cuaternari cu amoniu (gack, gacEAL), gena ce codificd rezistenta la sulfonamida
(sull) si modulul de transpozitie (tni) al integronilor clasa 1 in transposoni. Estimandu-se o
mare variabilitate fenotipicd in cadrul populatiilor bacteriene autohtone, au fost testate 23 de
combinatii a celor 33 de amorse alese (Tabelul 3).

. Lungimea
imbol Amor Zona tinta . Referinte
Simbo orse ona { fragmentului (pb) ¢
p1 MRG284 Casete — integron variabila
MRG285 clasa 1 400-2000 - .
P2 MRG284 Casete — integron variabila Gillings si colab., 2009
MRG286 clasa 1 400-2000
HS915 . N , .
P3 HS916 intll ~350 Marquez si colab, 2008
HS458 5'CS-3'CS .
P4 HS459 intl 1300 Holmes si colab., 2003
HS714 . . ~
P5 HS715 intl1+IRi ~500
P6 HS463a intl1 473
HS464 .
HS722 Stokes si colab., 2006;
P7 HS715 oriV + intl 1320
HS714 .
P8 HS726 intll 1320
intF . Chuanchuen
P9 intR intl1 497 si colab., 2007
HS464 . .
P10 HS721 intl1+ IRI 1520
HS458 . .
P11 HS723 intll 2100 Stokes si colab., 2006
HS714 .
P12 HS463a intll -
gacEF
P13 qacEAIR Casete gac 363
gacEF Chuanchuen
P14 gacER Casete gac 363 si colab., 2007
P15 qacEF Casete gac, sull 1112
sulR
MRG287 -
P16 MRG288 Familia gacG 281
MRG289 -
P17 MRG290 Familia gacH 235
P18 MRG291 Familia qacE 193
MRG292 - .
Gillings si colab., 2009
P19 MRG287 Casete qacG 354
MRG293 a
MRG289
P20 MRG294 Casete gacH 301
MRG291
P21 MRG295 Casete gacE 277
P22 HS549 sull 1100
HS550 .
H5724 Stokes si colab., 2006;
P23 HS725 tniAB 520

Tabel 3. Combinatiile de amorse utilizate si fragmentele tintd urmarite in investigarea prezentei genelor
codificatoare ale rezistentei bacteriene.
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Protocolul parcurs a constat in urmatoarele etape:

e izolarea coloniilor pure pe diverse medii agarizate;

o efectuarea testelor biochimice de identificare;

e selectia izolatelor testate;

e verificarea prezentei genelor tinta cu ajutorul reactiei polimerazice in lant (PCR),
utilizand amorse specifice;

e purificarea ampliconilor;

e secventializarea produsilor de amplificare;

e confirmarea prezentei elementelor genetice responsabile de rezistenta

antimicrobianad prin analiza similaritatii cu secventele din baza de date GenBank
NCBI.

In scopul determindrii speciilor bacteriene in care a fost identificati prezenta
elementelor genetice responsabile de rezistenta la agenti antimicrobieni, a fost efectuata
identificarea pe baza secventei genei 16S a ARN ribosomal.

Etapele parcurse in identificarea moleculara:

e amplificarea fragmentelor tinta din gena codificatoare a ARNr 16S prin PCR,

utilizand amorse bacteriene universale (16S-8F si 16S-1493R);

e purificarea ampliconilor;

e secventializarea produsilor de amplificare;

e identificarea secventelor obtinute prin analiza similaritdtii cu secventele din baza
de date GenBank NCBI.

Secventializarea a fost realizatd prin metoda Sanger cu ajutorul secventiatorului
automat 3730XL Applied Biosystems, la Macrogen Inc., Olanda.

5. Rezultate si discutii
5.1. Analize microbiologice

Numdrarea bacteriilor viabile si cultivabile din biofilme

Evolutia NTG cultivabili, reprezentat de unitatile formatoare de colonii per gram de
biofilm (UFC/g), Tn biofilmele statiei de tratare este reprezentatd in Fig. 4. S-a observat o
dezvoltare similara a microbiotei pe cele trei substraturi (beton, otel si nisip), cu densitafi
fluctuante si dezvoltare sezoniera, valorile maxime fiind inregistrate in cursul verii iar cele
minime toamna §i iarna. Biofilmele din decantor, indiferent de tipul substratului, au sustinut
comunitati microbiene cu o evolutie similara si valori apropiate, in timp ce biofilmele din
filtrul de nisip au fost mai sarace in microorganisme.
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Fig. 4. Evolutia numarul total de germeni in biofilmele statiei de tratare, pe trei substraturi: beton, otel si nisip.
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Pentru o imagine de ansamblu asupra dinamicii microbiotei atasate suprafetelor pe
parcursul proceselor de captare, tratare si distributie a apei potabile in Cluj, au fost comparate
mediile NTG in biofilmele dezvoltate inaintea, in timpul si dupa procesul de tratare al apei
(Fig. 5). Aplicarea unor proceduri corecte de tratare si dezinfectie a apei se estimeaza ca are o
eficientd de reducere a microbiotei planctonice cu peste 99% (Le Chevallier si Au, 2004). In
biofilmele investigate se poate observa o descrestere a numarului de bacterii, dar mai putin
vertiginoasd, pe parcursul etapelor de tratare a apei si in reteaua de distributie.

Distributia cantitativaa NTG
RUEC 37°C
10000000000 gl
100000000
'£1000000 +UFC 22°C
=
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)
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|®) -
’S 1 i Bacterii
aductiune stagiede rezervoare refeade oligotrofe
tratare distribugie

Fig. 5. Comparatie intre incarcaturile microbiene ale biofilmelor inaintea, in timpul si dupa
procesul de tratare — valori medii inregistrate Th 2010-2012.
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Semnificatia numirului total de germeni Tn biofilmele asociate apei potabile

Cu toate ca doar un mic procent din microorganismele metabolic active sunt capabile
sa creasca In vitro, pe medii de cultura comune, estimarea numarului total de germeni ofera
informatii generale, nespecifice, in ceea ce priveste incarcatura microbiand din biofilme si
permite evaluarea potentialului acestui rezervor de microorganisme de a contamina apa.

Prezenta numarului total de germeni in apa potabild si in biofilmele asociate nu
reprezintd neaparat un risc infectios si un motiv de ingrijorare in ceea ce priveste sanatatea
consumatorilor (Glasmacher si colab., 2003). Populatiile de bacterii non-patogene nu trebuie
neglijate insa, deoarece ele joaca rolul primordial in formarea biofilmelor (LeChevallier,
2003).

Indicatori de contaminare fecala si patogeni oportunisti

Rezultatele monitorizarii indicatorilor de contaminare fecala si a bacteriilor oportunist
patogene in biofilmele asociate apei potabile indica faptul ca pseudomonadele, coliformii si
aeromonadele predomind in consortiile de microorganisme atasate suprafetelor, pe intreaga
perioada anului. Enterococii intestinali si clostridiile sulfit reducatoare, desi prezenti, au fost
detectati in proportii extrem de mici, comparativ cu densitatile speciilor abundente.

Variatia sezoniera a populatiilor de Escherichia coli si enterococi intestinali in
biofilmele statiei de tratare se caracterizeaza prin crestere, probabil datoritd unui grad de
contaminare mai ridicat al apei brute, in timpul lunilor calduroase si prin reducerea
populatiilor pe timpul iernii. Evolutia Sezoniera a populatiilor de C. perfringens in biofilme se
caracterizeaza prin episoade de contaminare intermitentd, care au dus la Inregistrarea unor
varfuri atat in luna iulie 2010, cat si in ianuarie 2011. Pseudomonadele au atins un maxim de
dezvoltare in timpul iernii, iar aeromonadele au fost abundente in biofilme toamna (Fig. 6).

Bacterii din genul Legionella nu au fost detectate in nici una din probele de biofilm
testate, indiferent de metoda aplicatd. Rezultatul este surprinzator, speciile din genul
Legionella fiind descrise ca aparitii obisnuite in biofilmele asociate apei, desi foarte
pretentioase in ceea ce priveste conditiile nutritive in vitro (Garrity si colab., 2005).
Constatarile recente sugercaza persistenta acestor bacterii in biofilme, mai ales in forma
viabila dar necultivabila (Moritz, 2011). Astfel, pentru detectia Legionella sp. in biofilmele
asociate apei potabile din Cluj, o noud abordare ar fi indicatd, cu utilizarea unor metode
independente de cultivare.

Pentru obtinerea unei imagini de ansamblu asupra dinamicii indicatorilor de
contaminare fecala si a patogenilor oportunisti in consortiile atasate suprafetelor, pe parcursul
proceselor de captare, tratare si distributie a apei potabile in Cluj, au fost ilustrate comparativ
mediile obtinute pentru acesti parametri in biofilme (Fig. 7). In ansamblu, se poate observa o
descrestere a numarului de bacterii per gram de biofilm, dupa tratarea apei, in reteaua de
distributie, mai putin evidenta in cazul speciilor A. hydrophila si P. aeruginosa .

16



Escherichia coli ~ =—0—nbeton Enterococi intestinali =2 beton
1000000 --e-=opel 800 --e-=ogel
=@ ° nisip

>

—fr ° nisip Q

D
o
o

[
o
o
o
N
o
o

100

J/ SR
. / \A ~ ‘E

o
10 _1 \C A
1 A=

Mai-2010 Iul-2010 Sep-2010 Nov-2010 lan-2011 Mar-2011

UFC/g biofilm
S

UFC/g bio

o

Mai-2010 Iul-2010 Sep-2010 Nov-2010 lan-2011 Mar-2011

o]

A.
. . —DO— bet
Clostridium perfringens __.__Ofef”
400 ety - Nisip

E 300 TAN

Y ! \

2 / \

Q 0 \ 1]

200 7 )

2> g .

i 100 / 5\ %’.\‘ -®

D ’l \\ ”‘,'

0
C Mai-2010 1ul-2010 Sep-2010 Nov-2010 lan-2011 Mar-2011
== beton i . == beton
--e--ocl Pseudomonas aeruginosa Aeromonas hydrophila oo gl
10000000 == © nisip 100000 =g ° nisip
7
1000000 £10000 &
= 5 P
= o
5 100000 2 1000 Ze
o ’
10000 =2 IZK
2 O 100 @ ~ \
O 1000 L o— A A N
il D . A
- 100 10 -
A b
10 1 =

D. Mai-2010 1ul-2010 Sep-2010Nov-2010 lan-2011 Mar-2011 || E. | Mai-2010 1ul-2010 Sep-2010 Nov-2010 lan-2011 Mar-2011
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Fig. 7 Comparatie intre incarcatura indicatorilor fecali si a patogenilor oportunisti Th biofilme analizate Thainte,
in timpul si dupa procesul de tratare — valori medii Tnregistrate in 2010-2012.
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Semnificatia prezentei indicatorilor de contaminare fecala si a patogenilor oportunisti
n biofilmele asociate apei potabile

Biofilmele provenite din instalatiile de captare, tratare si distributie a apei potabile
investigate Tn acest studiu s-au dovedit a gazdui consortii microbiene foarte active, care au
generat incarcaturi mari de bacterii cultivabile, cu exceptia celor din genul Legionella.

Detectarea populatiilor de indicatori fecali in biofilmele asociate apei are o
semnificatie multipla: pe de o parte reprezinta ei ingisi un potential risc din punct de vedere al
sanatatii consumatorilor, iar pe de altd parte indica posibila prezenta a altor bacterii, virusuri
sau protozoare patogene.

Dispersia bacteriilor oportunist patogene gazduite in biofilme poate duce la
contaminarea fazei apoase, existand riscul transportului acestor microorganisme odata cu
fluxul de apa si a colonizarii instalatiilor Tn aval. Aceste aspecte necesitd investigatii
suplimentare.

Grupe ecofiziologice de bacterii in biofilme

Tn toate categoriile de biofilme investigate s-au dovedit preponderente procesele de
amonificare, reducere a fierului si oxidare a manganului. Toate celelalte populatii de
microorganisme, si anume bacterii denitrificatoare si grupele de bacterii implicate n circuitul
sulfului se regasesc in efective mult mai mici, reprezentand procentual mai pugin de 0,1% din
totalul germenilor detectati in biofilme.

Indicatorul bacteriologic al calitatii biofilmelor (IBCB) indica o reducere a activitatii
microbiene pe timpul sezonului rece (Fig. 8), precum si in directia de curgere a apei.

5.00 ¢
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Fig. 8. Evolutia IBCB in biofilmele statiei de tratare, pe trei substraturi: beton, otel si nisip.

Dinamica grupelor ecofiziologice de bacterii in consortiile atasate suprafetelor, pe
parcursul proceselor de captare, tratare si distributie a apei potabile in Cluj, a fost ilustrata
comparativ (Fig. 9). Se poate observa o descrestere a numarului de bacterii dupa tratarea apei,
in reteaua de distributie, mai putin evidenta in cazul bacteriilor amonificatoare, sulf oxidante
si fier reducatoare.

18



Distributia cantitativa a bacteriilor implicate in circuitul azotului
100000000
% 1000000
in 10000
@
E 100
- BD
1
aducgiune statie de rezervoare retea de
tratare distributie ABAM
Distributia cantitativa a bacteriilor implicate in circuitul sulfului
- SRB
1000000 “BSRAN
g
-
2 10000
Ay
E 100 —-BSRA
1
aductiune  stagiede rezervoare reteade BBSOX
tratare distributie
Distributia cantitativa a bacteriilor feruginoase si manganoase
100000000
E 1000000 .
=
iz 10000 \ {\
i \ ;1 ]\
v 100 ‘ : wese
S \ / \ Ix 'I
g BMNOX
aductiune statie de rezervoare retea de
tratare distributie @ BFER
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Identificarea fenotipica cu ajutorul kiturilor API (bioMérieux) a unor colonii izolate
de pe medii de culturd agarizate a fost efectuatd pentru toate cele opt grupe fiziologice de
bacterii investigate in biofilmele asociate apei potabile din Cluj. Bacteriile capabile de
amonificare, reducere a sulfului si fierului s-au dovedit a apartine genurilor Aeromonas,
Burkholderia si Pseudomonas. Izolatele implicate in oxidarea manganului apartin speciilor
Bacillus cereus, B. mycoides, B. subtilis si Paenibacillus polymyxa.

Semnificatia distributiei pe grupe ecofiziologice de bacterii
n biofilmele asociate apei potabile

Diversitatea microbiana si intensitatea activitatilor desfasurate in biofilmele asociate
apei potabile au ca rezultat eliberarea unor metaboliti precum acizi organici $i anorganici,
amoniu, hidrogen sulfurat, precum si acumularea unor enzime extracelulare. Astfel de
compusi fie interactioneaza cu materialele suprafetelor colonizate, provocand biocoroziunea,
fie sunt eliberati in masa apei, producand deteriorarea estetica a calitatii acesteia.

Monitorizarea calitatii apei potabile In Cluj (din datele laboratorului si date publice)
indica faptul ca proprietatile apei, mai exact concentratiile amoniului, nitratilor, nitritilor,
sulfatilor si fierului nu sunt influentate in mod negativ de catre comunitatile de bacterii
prezente in biofilme. Reclamatiile relativ rare ale consumatorilor in privinta proprietatilor
organoleptice ale apei sunt asociate cu stagnarea apei in conducte si cu o infrastructura
invechita, mai ales Tn interiorul cladirilor.

Observatiile macroscopice asupra depunerilor din statia de tratare indica faptul ca
biocoroziunea are loc in special pe suprafetele din otel, unde se formeaza tuberculi de rugina.
Pe peretii din beton are loc in schimb o acumulare masivd de biomasa, in special in timpul
sezonului cald. Preponderenta activitatilor de amonificare si de oxidoreducere a metalelor
indica potentialul biofilmelor asociate apei potabile in colmatarea si corodarea sistemelor de
distributie in Cluj. Si totusi, rata coroziunii poate sa nu Se coreleze perfect cu cea a bacteriilor
implicate Tn biocoroziune, detectate In biofilme sau in apd, ci mai degrabad cu intensitatea
metabolicd a activitatii acestora (Beech, 2003). Comunitdtile microbiene asociate apei
potabile in sistemele din Cluj s-au dovedit a fi foarte active si au generat o crestere
semnificativa pe medii de cultura in vitro.

In privinta speciilor care au fost identificate ca implicate in procesele fiziologice
investigate, semnificativd este confirmarea prezentei masive a bacteriilor din genurile
Aeromonas, Pseudomonas si Bacillus.

Activitatea enzimatica in biofilmele asociate apei potabile

In concordanti cu valorile absolute ale activitatilor enzimatice (dehidrogenazica,
fosfatazica si catalazica), indicele de calitate enzimatica a biofilmelor (IECB) a inregistrat
valori maxime in decantor, in biofilmul dezvoltat pe substrat de otel, pe timpul iernii, iar
valorile minime au fost obtinute pentru filtrul de nisip, pe timpul verii (Fig. 10). Doua
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explicatii pot fi aduse in legatura cu aceasta situatie: acumularea extracelulara a enzimelor, in
matricea biofilmului si intrarea celulelor intr-0 stare de stres fiziologic.

0.45 +
0.40 1 OBeton
0.35 1
0.30 1
0.25 1 mOtel
0.20 -
0.15 +
0.10 / [ Nisip
0.05 -

0.00 =

IECB

larna Primavara  Vara Toamna Media
Anotimp anuala

Fig. 10. Indicatorii enzimatici de calitate a biofilmelor din statia de tratare, pe trei substraturi:
beton, otel si nisip, pe parcursul anului 2011.

Semnificatia activitatii enzimatice in biofilmele din statia de tratare

Activitatea enzimelor bacteriene in biofilme are efecte atat pozitive cét si negative
asupra infrastructurii i implicit asupra calitatii apei potabile. Biofilmele pot fi exploatate Tn
procesul de purificare a apei, in virtutea proprietatilor de biodegradare si bioacumulare. Pe de
alta parte, activitatea microbiana poate genera biocoroziunea conductelor.

Enzimele extracelulare afecteaza compozitia si proprietatile matricii exopolimerice,
influentand dezvoltarea biofilmului (Tielen si colab., 2010).

In studiul de fati, activitati enzimatice intense au fost remarcate in decantor si mai
reduse 1n filtrul de nisip. Procesul de decantare este static, permitand formarea biofilmelor si
acumularea depunerilor, comparativ cu filtrarea prin patul de nisip in dublu curent, un proces
dinamic. Reducerea activitatilor enzimatice in timpul transformarii apei din apa de suprafata
in apd potabila reflectd o ameliorare a starii sale trofice (Emtiazi si colab., 2004).

Reducerea activitatii dehidrogenazice in filtrul de nisip, atat din punct de vedere al
intensitatii, dar mai ales a ponderii 1n activitatea enzimatica totala sugereaza o scadere a
activitatii microbiene in decursul procesului de tratare. In acelasi timp, se poate observa ci nu
se Inregistreazd diferente drastice ale nivelului activitatii catalazice din biofilmele
decantorului comparativ cu a celor din filtru. Totodatd, ponderea activitatii catalazice a
crescut in biofilmele din filtrul de nisip, comparativ cu cea conferitd de comunitatile
decantorului. Aceasta crestere a ponderii activitatii catalazice pe parcursul etapelor de tratare
indica intensificarea stresului oxidativ la care sunt supuse bacteriile, catalazele fiind
oxidoreductaze cu rol in protectia celulei fata de stimulii externi (Bonnineau si colab., 2010).
Tn cazul biofilmelor formate Tn decursul procesului de tratare, stresul oxidativ este reprezentat
de procedurile de tratare si de prezenta unor substante chimice, cum sunt dezinfectantii.
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Factori ce pot influenta comunitatile de bacterii din biofilmele
formate in statia de tratare a apei

Studiind omogenitatea dispersiei esantioanelor, analiza variatiei indica omogenitatea
populatiilor de bacterii investigate, coeficientul de variatie fiind intotdeauna mai mic de 3%.

Rezultatele analizei corelatieci germenilor din biofilmele statiei de tratare cu
proprietatile fizico-chimice ale apei si ale biofilmului, precum si testele de semnificatie
statistica indicd faptul ca biofilmele din decantor au evoluat asemanator, iar diferente mai
mari au fost intre populatiile de bacterii atasate In etapa de decantare comparativ cu cele
dezvoltate Tn etapa de filtrare.

Se poate astfel concluziona cd substratul imersat nu a influentat semnificativ
dezvoltarea bacteriilor monitorizate, ci mai degraba procesul de tratare a exercitat astfel de
influente. Aceste rezultate au o importanta deosebitd in ceea ce priveste capacitatea celor trei
tipuri de materiale aflate in contact cu apa de a sustine dezvoltarea bacteriilor care pot
deteriora calitatea apei potabile si infrastructura.

Modelari in vitro ale biofilmelor
Efectul dezinfectantilor asupra bacteriilor din biofilm

Pe baza valorilor medii de reducere logaritmica, cel mai eficient produs de inactivare
bacteriana s-a dovedit a fi agentul de curatare mixt Floran, urmat de dicloroizocianuratul de
sodiu, hipocloritul de sodiu, cloramina T si dioxidul de clor (Tabelul 4). Floranul are
capacitatea de a reduce viabilitatea bacteriana intr-un domeniu procentual de la 96,66% (LRV
=1,477) in cazul SRB, péana la 99,99994% (LRV = 6,227) in cazul bacteriilor amonificatoare.

Comparand rezultatele obtinute in experimente similare, dar care au avut drept {intd
celulele suspendate in masa apei, cu valorile de reducere logaritmica din studiul de fata, este
evidentd capacitatea biofilmului de a oferi protectie populatiilor de bacterii gazduite.
Reducerea impactului antimicrobian poate fi explicatd prin reducerea penetrarii
dezinfectantului in matricea biofilmului (deBeer si colab., 1994). O alta explicatie ar fi
ipoteza dozei antimicrobiene subletale, care poate avea ca efect initierea raspunsului
adaptativ la stres in celulele bacteriene. Efectele utilizarii agentilor antimicrobieni in doze
subletale sunt semnificative din perspectiva sanatatii publice, incluzand aparitia unor variante
rezistente, accentuarea virulentei la speciile patogene si intrarea celulelor in starea de viabil
dar necultivabil (Wesche si colab., 2009).

Intensificarea activitagii bacteriilor denitrificatoare in biofilme, dupda expunerea
cupoanelor la dezinfectie bazata pe compusi cu clor, precum si amplificarea reducerii
sulfatilor Tn urma actiunii cloraminei T sunt fenomene care pot avea la baza efecte hormetice
(Calabrese, 2008; Kaplan, 2011).
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Tipul bacteriilor LRV (bacterii/g biofilm)

1 2 3 4 5
NTG 0,969 0,826 0,929 1,108 4,523
E. coli 0,287 0,298 0,155 0,345 3,097
Enterococi intestinali 3,305 3,305 3,305 0,305 3,305
C. perfringens 1,045 0,744 1,046 0,920 4,523
P. aeruginosa 0,955 0,141 0,026 0,288 5,687
A. hydrophila 0,777 0,245 0,562 0,667 5,023
BAM 2,004 2,004 2,004 2,004 6,227
BD -0,096 -0,176 0,203 -0,032 2,199
BSRA 0,600 0,362 0,607 0,277 3,125
BSRAN 0,889 0,442 0,889 0,298 1,889
SRB 0,125 0,125 -0,114 0,477 1,477
BSOX 1,684 2,373 1,124 1,114 4,036
BFER 2,580 2,506 1,301 1,010 4,386
BMNOX 0,577 0,503 0,346 0,418 1,928
Media LRV 1,122 0,979 0,885 0,657 3,673

Tabel 4. Valori de reducere logaritmica (LRV) obtinute in urma dezinfectiei biofilmelor cu:
1 — Dicloroizocianurat de sodiu; 2 — Hipoclorit de sodiu; 3 — Cloramina T; 4 — Dioxid de clor; 5 — Floran.

Pentru asigurarea calitdtii apei potabile este esentiald selectia celor mai potrivite
proceduri de tratare. Regenerarea biofilmelor in urma aplicarii unui tratament ineficient duce
la selectia unor populatii de bacterii rezistente, care devin recalcitrante la o dezinfectie
ulterioara (Simdes si colab., 2004). Imbunititirea performantelor in realizarea dezinfectiei
prin clorinare se pot obtine prin indepartarea mecanica a biofilmelor inainte de sanitizare i
prin aplicarea denzinfectiei de soc, eventual prin alternarea a doua tipuri de agenti. De
asemenea, studiul de fata aratd ca investigarea compozitiei consortiilor microbiene si a
proceselor fiziologice desfasurate in biofilmele aflate in contact cu apa ajutd la selectia
metodei si a compusilor in vederea realizarii unei dezinfectii optime.

In concluzie, se poate sublinia faptul ci nici un agent pe bazi de clor nu a reusit si
inactiveze complet indicatorii de contaminare fecald sau bacteriile oportunist patogene. Cu
atat mai mult este necesard implementarea unui plan de sigurantd al apei, care sd includa
masuri de control a biofilmelor, acest rezervor de contaminare pentru apa potabila.

Determinari moleculare
Prezenta integronilor clasa 1 si a genelor ce codifica rezistenta la agenti antimicrobieni

Sapte combinatii de amorse din cele 23 de perechi testate au produs rezultate pozitive
la reactia polimerazica in lant (PCR). Au fost identificate noud izolate din cele 96 testate
(9,375%) ca purtatoare ale integronilor clasa 1 si/sau ale casetelor de gene ce codifica
rezistenta la agenti antimicrobieni (Tabelul 5).
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Prezenta integronilor clasa 1 a fost investigatd cu ajutorul a doud combinatii de
amorse, care tintesc integronul in totalitate, de la situsul attll pana dupa fragmentul attC al
ultimei casete din serie (Gillings si colab., 2009). Rezultatele PCR au fost negative.

Diverse fragmente din cadrul genei codificatoare a integrazei intl1 au fost evidentiate
(Fig. 11), in cazul a opt izolate (8,33%). Investigarea prezentei familiilor de gene gac,
codificatoare ale pompelor de eflux a indicat doar prezenta genei gacEAI in noua (9,375%)
dintre izolatele testate. Prezenta genei sull a fost identificata in trei izolate (3,125%). In
aceleasi izolate a fost decelata prezenta inlantuita a genelor gacEAI si sull (Fig. 11).

Izolata Combinatia de amorse / fragmentele tinta

nr. P3 P5 P6 P9 P13 P15 P22
intll intll intll intll qacEAl gac,sull sull

14 X

84 X X X

88 X X

91 X X X

92 X X

93 X X

94 X X X X X

95 X X X X X X X

96 X X X X X X

Tabel 5. Izolate bacteriene din biofilmele din statia de tratare in care au fost identificata prezenta
integronilor clasa 1 si a genelor codificatoare a rezistentei la agenti antibacterieni.

P3 PS5
L1 84 88 91 92 93 95 9 L1 L2 84 91 94 95

S00bp-
300bp

S00bp—=

L3 14 84 88 91 92 93 94 95 96 L1 94 95 96 95 9 L2

Fig. 11. Amplificari PCR tintind gena integrazei intI1(P3, P5, P6, P9). Markeri moleculari: L1 = 700pb
(Fermentas SM1203), L2 = 1500pb (Fermentas SM0623), L3 = 1000pb (Fermentas, SM1133). Ampliconii au
fost separati in gel de agaroza 1,5% w/v in 1 x tampon TAE si vizualizati cu bromura de etidium 0,5pug/ml.
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Transferul orizontal al casetelor de rezistenta specifice integronilor a fost sugerat ca
mecanism de asociere intre genele integrazei si transpozazei (Dawes si colab., 2010). Totusi,
n izolatele testate nu s-au identificat dovezi ale inlantuirii genelor integronului cu gene de
transpozitie. Aceste rezultate sugereaza ca fie alte tipuri de transpozoni ar putea fi implicati
(Labbate si colab., 2008), fie integronii clasa 1 detectati sunt localizati in cromosomii
bacteriilor gazda (Stokes si colab., 2006; Gillings si colab., 2008).

Un procent de 60% din izolatele testate au fost selectate de pe medii de cultura
generale, tintind bacterii caracteristice mediilor naturale, si doar 40% au provenit de pe medii
specifice cultivarii bacteriilor de risc. Cu toate acestea, o majoritate covarsitoare a celulelor
purtatoare de integroni clasa 1, respectiv casete de gene codificatoare ale rezistentei s-au
dovedit a fi bacterii cu origine potential fecald. Testele biochimice suplimentare si
caracterizarea profilului fenotipic cu ajutorul kiturilor API a confirmat ipoteza ca prezenta
elementelor genetice de rezistentd este conectata contaminarii fecale (Tabelul 6).
Identificarea moleculara a izolatelor pozitive, pe baza genei ARNr 16S (Fig. 12) a indicat
cateva mici discrepante la nivel de specie.

P 168
L 84 83 91 92 93 L

P 16S
L 94959 14 L

3000bp .
nE Teew

Fig. 12. Amplificari PCR tintind gena 16S ARNr. Markeri moleculari: L = 1000pb (Fermentas SM0311).

Rezultatele identificarii moleculare pe baza genei ARNr 16S arata ca doar una din
cele noud izolate (11,11%) pozitive pentru determinati genetici ai rezistentei apartine unei
specii caracteristice mediului ambiant, identificata ca Pseudomonas fragi. Opt izolate
(88,88%) reprezinta fie specii de bacterii enterice, fie specii ce pot fi atribuite unei origini de
naturd umana sau animala (Garrity si colab., 2005). Acestea au fost identificate astfel:
Clostridium barati, Enterococcus faecalis, Enterococcus saccharolyticus, Escherichia
fergusonii, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Staphylococcus vitulinus si S. warneri.

Poluarea microbiologicd de naturd fecald a surselor de apa brutd din Cluj a fost
demonstrata anterior (Lumperdeanu si Dragan-Bularda, 2002; Curticapean si Dragan-
Bularda, 2007; Muntean si colab., 2010; Farkas si colab., 2010a; b). Activitatile antropice
constituie de asemenea un factor de selectie, contribuind la intensificarea frecventei
transferului genetic lateral si influentdnd evolutia bacteriilor (Stokes si Gillings, 2011).

In scopul controlului perpeturii genelor de rezistentd existente sau a altora noi, sunt
necesare abordari suplimentare ale mecanismelor de diseminare in consortiile de bacterii ale
apei potabile precum si ale biofilmelor asociate. Potentialul genofondului din acest mediu
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strategic nu strebuie subestimat, chiar dacd nu toate tulpinile detinatoare de integroni exprima
fenotipic rezistenta la agenti antimicrobieni (Roe si colab., 2003).

Izolata Identificare Identificare fenotipica Identificare moleculara
nr. biochimica API ARNr 16S
14 Pseudomonas aeruginosa P. putida APl 20NE  64,5% P. fragi 99%
84 Clostridium perfringens C. perfringens API 20A  97,7% C. barati 95%
88 Organism coliform _Profil b 20sTREP - Staphylococcus —— gq4,
inacceptabil vitulinus
91 Escherichia coli E. coli API20E  918%  ooneriohia gy,
ergusonii
92 Escherichia coli orsiatli?iunl(t)?yt?ca API20E  99,9% Klebsiella oxytoca  99%
93 Organism coliform Klebsiella API20E  98,6% Klebsiella 99%
oxytoca pneumoniae
94 Enterococ intestinal ENterococeus  npj 20STREP 55,50 ~ Cc 0COCCUS  ggoy
faecalis faecalis
95 Enterococ intestinal . Profil . API 20STREP - Staphylocopcus 99%
inacceptabil warneri
96 Enterococ intestinal Enterococcus API 20STREP 99% Enterococcus
faecium saccharolyticus

Tabel 6. Identificarea izolatelor bacteriene din biofilmele din statia de tratare in care au fost detectatd prezenta
integronilor clasa 1 si a casetelor de gene codificatoare a rezistentei la agenti antibacterieni.

Investigand semnificatia aportului tulpinilor rezistente de Escherichia coli odata cu
apa potabild contaminatd, Coleman (2008) a ardtat ca admisia bacteriilor rezistente a fost cu
40% mai mare n cazul consumatorilor de apa contaminata, comparativ cu cea a subiectilor
care au baut apa necontaminata sau apa continand tulpini senzitive de E. coli.

In plus fatd de rezistenta mediati genetic, mai sunt si alti factori ce contribuie la
supravietuirea bacteriilor in apa potabilda clorinata: agregarea, atasarea, inanitia sau
insuficienta dezinfectiei (LeChevallier si colab., 1988). Nesusceptibilitatea biofilmelor la
biocide este uneori considerata de cétre unii autori a fi mai degraba o toleranta datoratd unei
adaptari fiziologice, decét prezentei determinantilor genetici (Bridier si colab., 2011). Studiul
de fatd dovedeste ca genele ce codifica rezistenta la agenti antimicrobieni sunt prezente in
consortiile de biofilme formate pe parcursul procesului de tratare.

Este putin probabil ca procesul de potabilizare sa fi contribuit la selectia unor variante
rezistente in cadrul statiei de tratare a apei Clujului. Dezinfectia primara prin clorinare se
aplica intermitent, cu o frecventa trimestriald. Utilizarea responsabild a biocidelor, conform
unor proceduri corect concepute si implementate nu este descurajata, aceasta contribuind la
realizarea unor beneficii reale (Gilbert si McBain, 2003), cum este cazul purificarii apei
potabile.
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Concluzii

o Lucrarea de fata a analizat consortiile de microorganisme specifice biofilmelor
formate Tn statia de tratare si in reteaua de distributie a apei potabile din Judetul Cluj, in
perioada anilor 2010-2012. Este primul studiu de investigare a comunitatilor bacteriene
atasate Intr-un sistem public de apa din Romania.

o Biofilmele studiate s-au dovedit a fi consortii microbiene extrem de active,
caracterizate printr-o prezentd in numar mare a bacteriilor cultivabile: numar total de
germeni, indicatori de contaminare fecala, patogeni oportunisti, precum si bacterii apartinand
unor grupe ecofiziologice.

o Variabilitatea structurald si temporald a activitatii microbiene indica o situatie
dinamica la nivelul populatiilor de bacterii ce colonizeaza biofilmele in etapele de captare,
tratare si distributie a apei. Se remarca o reducere a efectivelor populatiilor de bacterii per
gram de biofilm in sistemele de apa, de la captare in aval, ceea ce sugereaza faptul ca
procesul de tratare actioneazd nu numai asupra microbiotei planctonice ci si a consortiilor
atagate.

o Indicatorii de contaminare fecald au fost detectati in toate biofilmele
investigate, cu cateva exceptii: enterococii intestinali nu au fost prezenti in biofilmele
conductei de aductiune si nici in sedimentele rezervoarelor, iar bacteriile apartinand speciei
Clostridium perfringens au lipsit din sedimentele rezervoarelor. Efective numeroase ale
populatiilor de Escherichia coli au fost detectate in toate biofilmele analizate, n special in
cele dezvoltate in statia de tratare.

o Dintre bacteriile oportunist patogene, cele apartinand speciei Aeromonas
hydrophila au fost numeroase in biofilmele conductei de aductiune, iar specia Pseudomonas
aeruginosa a dominat in biofilmele statiei de tratare.

o Nu au fost detectate bacterii Legionella pneumophila si nici alte specii
apartinand genului Legionella in nici una din probele de biofilm investigate, indiferent de
metoda aplicata.

o Dinamica proceselor fiziologice desfasurate in biofilmele investigate indica
preponderenta amonificarii in toate etapele de potabilizare si distributie a apei in judetul Cluj,
urmata de reducerea fierului si oxidarea manganului. Bacteriile denitrificatoare si grupele de
bacterii implicate in circuitul sulfului se regasesc in procente mai mici de 0,1% din totalul
germenilor detectati in biofilme.
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o Identificarea biochimica cu ajutorul kiturilor API (bioMérieux) releva faptul ca
bacteriile implicate in procesele de amonificare, reducere a sulfului si fierului apartin
genurilor Aeromonas, Burkholderia si Pseudomonas. lzolatele implicate in oxidarea
manganului apartin speciilor Bacillus cereus, B. mycoides, B. subtilis si Paenibacillus
polymyxa.

o Indicatorul bacteriologic al calitatii biofilmelor (IBCB) indicd o accentuare a
potentialului microbian al biofilmelor in decursul sezonului cald, precum si o diminuare a
acestuia in sensul de curgere al apei.

o Investigarea proceselor enzimatice releva activitafi dehidrogenazice,
fosfatazice si catalazice intense, in special in timpul iernii, posibil datoritd acumularii
enzimelor in matricea biofilmelor.

o Prelucrarea statistica a datelor obtinute indica faptul ca materialul substratului
imersat nu are o influenta certa asupra compozitiei consortiilor de bacterii din biofilm. Toate
cele trei tipuri de materiale aflate in contact cu apa (beton, otel si nisip) au capacitatea de a
sustine dezvoltarea bacteriilor care pot deteriora calitatea apei potabile si pot degrada
infrastructura. Procesul de tratare influenteaza insa dinamica microbiotei atasate.

o Modelarea experimentald a biofilmelor provenite din statia de tratare indicd
faptul ca apa bruta aduce in decantor indeosebi bacterii heterotrofe mezofile si bacterii
oligotrofe. Procesul de tratare contribuie la selectia populatiilor de bacterii oligotrofe
psihrofile.

o Evaluarea experimentala a efectului dezinfectantilor asupra populatiilor de
bacterii din biofilme, prin estimarea reducerii logaritmice a paisprezece tipuri de bacterii a
indicat faptul cd produsul cel mai eficient este agentul mixt Floran, avand efecte atat de
dezintegrare a matricii biofilmului, cat si o putere mare de reducere a viabilitatii microbiene.
Dintre dezinfectantii pe baza de clor, cel mai eficient n reducerea germenilor s-a dovedit a fi
dicloroizocianuratul de sodiu, urmat de hipocloritul de sodiu, cloramina T si dioxidul de clor.

o Un procent de 9,375% dintre izolatele bacteriene testate au fost identificate ca
purtatoare ale integronilor clasa 1 si ale casetelor de gene ce codifica rezistenta la compusi
cuaternari cu amoniu, repectiv la sulfonamida. Rezultatele identificarii moleculare pe baza
genei ARNr 16S arata ca majoritatea bacteriilor care detin determinanti genetici ai rezistentei
reprezintd fie specii de bacterii enterice, fie specii ce pot fi atribuite unei origini de natura
umand sau animald: Clostridium barati, Enterococcus faecalis, Enterococcus
saccharolyticus, Escherichia fergusonii, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Staphylococcus
vitulinus si S. warneri.
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Perspective

Prezenta corelata a celor trei indicatori de contaminare fecala (Escherichia coli,
enetrococi intestinali si Clostridium perfringens) trage un semnal de alarma asupra unui
posibil risc patogen reprezentat de biofilme. Detectarea populatiilor de indicatori fecali in
biofilmele asociate apei are o semnificatie multipla: pe de o parte reprezintd ei Insisi un
potential risc din punct de vedere al sanatatii consumatorilor, iar pe de altd parte indica
posibila prezenta a altor bacterii, virusuri sau protozoare patogene.

Rezultatele studiului de fatd confirmd ipoteza ca prezenta in microbiota apei a
bacteriilor purtitoare de elemente genetice codificatoare ale rezistentei la biocide si/sau
antibiotice poate fi atribuita contaminarii fecale si activitatilor antropice.

Dispersia bacteriilor oportunist patogene Escherichia coli, Aeromonas hydrophila si
Pseudomonas aeruginosa gazduite in biofilme, precum si perpetuarea si diseminarea
elementelor genetice de rezistentd la agentii antimicrobieni duce la contaminarea fazei
apoase, existdnd riscul transportului acestor microorganisme odatd cu fluxul de apa,
colonizarii instalatiilor interioare si expunerii consumatorilor.

Asigurarea calitdtii apei potabile a Clujului, si protectia infrastructurii impun
implementarea efectivd a unor masuri, aplicabile si In cazul altor sisteme de apd potabila din
Romania, precum:

e Protectia surselor de apa;

e Controlul biofilmelor;

e Respectarea protocoalelor de curdtare si dezinfectie;
e Menftinerea integritatii sistemului de distributie;

e Conceperea si implementarea unui plan de siguranta al apei.

Monitorizarea de rutind a parametrilor fizico-chimici i microbiologici impusi de
legislatie oferd extrem de putine informatii despre microbiota apei potabile, fiind imposibil de
estimat i prevenit un eventual risc reprezentat prezenta unor germeni patogeni.

Includerea analizei periodice a biofilmelor recoltate din puncte strategice n planul de
sigurantd al apei constituie o alternativa viabild care ar asigura alinierea la recomandarile
Organizatiei Mondiale a Sanatatii.
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