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INTRODUCERE  

 

În condiţiile agresiunii permanente a activităţilor umane asupra mediului, măsurile de 

protecţie a mediului înconjurător constituie o necesitate stringentă la toate nivelurile societăţii. 

Organismul uman este permanent influenţat de o mulţime de factori externi, astfel încât, 

între organism şi mediu, se creează un echilibru mobil, perturbarea căruia reprezintă condiţia 

preliminară apariţiei maladiilor. 

Prin activitatea sa complexă, omul intră în alcătuirea tuturor ecosistemlor majore ale 

ecosferei şi influenţează structura şi funcţionarea lor, transformând mediul şi adaptându-l la 

nevoile sale. Tendinţa generală în evoluţia ecosistemelor naturale este de sporire a intrărilor de 

energie în sistem, realizată prin creşterea diversităţii şi stabilităţii ecosistemului faţă de factorii 

perturbatori. Strategia dezvoltării societăţii umane constă în realizarea unei maxime 

productivităţi a ecosistemelor, cu exploatarea tot mai intensă a resurselor naturale, impactul 

omului asupra mediului înconjurător fiind, adesea, nelimitat şi necontrolat (Malschi, 2009). 

Apa este elementul primordial al vieţii şi al desfăşurării tuturor activităţilor şi este o 

resursă naturală sensibilă la acţiunile umane. În prezent, satisfacerea nevoilor de apă pentru 

scopuri industriale, energetice, pentru alimentarea cu apă întâmpină dificultăţi din ce în ce mai 

mari din cauza gradului avansat de poluare a apelor de suprafaţă cu apele reziduale. În condiţiile 

urbanizării şi industrializării impetuoase, civilizaţia contemporană se caracterizează printr-un  

proces îngrijorător de deteriorare a echilibrului ecologic şi de poluare a resurselor de apă. 

Managementul resurselor de apă este pus în dificultate, nu atât din punct de vedere al cantităţii 

acestor resurse, cât mai ales, al calităţii lor (Cîrțînă, 2011). 

Apele naturale recepționează apele uzate încărcate cu deşeurile sau „pierderile” rezultate 

din activităţile umane, ceea ce alterează calitatea iniţială a apei. Depăşind limitele capacităţii 

productive de regenerare şi de diluţie, proprii ecosistemelor acvatice, agenţii poluanţi proveniţi 

atât din surse punctiforme cât şi din surse difuze, se răspândesc rapid prin curentul apei (Cîrțînă, 

2011; Karamouz și colab., 2009). 

Relaţia dintre creşterea densităţii populaţiei şi activităţile umane este bine cunoscută 

pentru efectele de schimbare ale mediului înconjurător. Riscurile maladiilor datorate agenţilor 

infecţioşi vehiculaţi de apă au crescut. Microorgnaismele pătrund în toate tipurile de ecosisteme, 

fiind indigene, exogene, tranzitorii sau ocazional prezente în apă, ca urmare a contaminării cu 
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diferite surse de poluare. Ele supravieţuiesc în habitatele cel mai puţin adecvate vieţii şi 

metabolizează cele mai neobişnuite substraturi. 

Apa este un factor natural esențial al echilibrului ecologic, din ce în ce mai expus poluării 

microbiene. Indicatorii de poluare fecală sunt utilizaţi, în special, pentru a evalua gradul de 

contaminare a corpurilor de apă şi pentru a localiza originea acesteia. Sursa bacteriilor fecale 

din apele de suprafaţă este reprezentată, în principal, de apele uzate deversate. Apariţia 

bacteriilor rezistente la antibiotice este previzibilă în orice mediu în care antibioticele sunt 

eliberate şi, mai mult, frecvenţa identificării lor în mediul acvatic este în creştere. 

 Rezistenţa la antibiotice a bacteriilor din mediul acvatic trebuie să devină o preocupare 

majoră pentru sănătatea populaţiei, având în vedere rapiditatea cu care aceasta se poate transmite 

(Mărculescu și colab., 2007; Karamouz și colab., 2009). 

În mod direct sau indirect, sănătatea umană nu este influenţată numai de consumul apei 

potabile. Prin intermediul apei, microorgansimele trec dintr-un mediu acvatic în altul, ajungând 

în sursele principale de apă: apa de suprafaţă, apele de îmbăiere, apa subterană, apa potabilă. 

Dacă bacteriile sunt deja rezistente sau dezvoltă rezistenţă la antibiotice, este facilitată 

transmiterea caracterelor de rezistenţă şi declanşarea patologiei hidrice infecţioase.  

Una din cele mai importante surse de apă este fluviul Dunărea, de-a lungul căruia există 

staţii de tratare a apei de suprafaţă şi distribuţie a apei potabile către consumatori.  În Delta 

Dunării sunt zone în care apa brută a acestui fluviu este utilizată ca principală sursă de apă 

potabilă, fără aplicarea proceselor de dezinfecţie, ceea ce constituie un argument pentru  

supravegherea calităţii ecosistemului acvatic. 
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SCOPUL ȘI OBIECTIVELE LUCRĂRII 

Scopul  

Investigarea calității bacteriologice și evidențierea factorilor care contribuie la menținerea 

rezervorului de patogenitate și rezistență în ecosistemul acvatic al brațului Sfântu Gheorghe  

 

Obiectivele 

1. Localizarea unor secțiuni de control pe cursul brațul Sfântu Gheorghe în funcție de eventuale 

surse de poluare, în scopul evidențierii impactului acestora asupra densității bacteriilor 

potențial patogene în apele Deltei Dunării – Brațul Sfântu Gheorghe. 

2. Monitorizarea periodică a gradului de poluare cu bacterii potențial patogene prin analiza 

cantitativă a indicatorilor de poluare fecală din apa de suprafață și sediment, 

3. Izolarea și identificarea tulpinilor bacteriene cu potențial patogen din matricile de mediu, 

4. Determinarea profilului de rezistență la antibiotice al tulpinilor bacteriene determinate, 

5. Evidențierea fenotipică a factorilor de virulență, 

6. Evidențierea genelor de rezistență la antibiotice. 

 

Această lucrare este compusă din două părți, o parte teoretică și o parte originală și este 

structurată în 4 capitole. 

Primul capitol abordează norme legislative naționale și internaționale pentru controlul 

calității ecosistemelor acvatice din Delta Dunării și reflectă stadiul actual al cercetărilor în 

domeniul supravegherii calității microbiologice a mediului acvatic și prevenirii riscului de 

răspândire a microorganismelor potențial patogene și rezistente la antibiotice. 

Capitolul al II-lea descrie impactul microorganismelor asupra mediului acvatic prin 

relațiile pe care le stabilesc și prin capacitatea lor de patogenitate și virulență. 

Capitolul al III-lea prezintă căile de acțiune a antibioticelor asupra microorganismelor. 

Partea originală a lucrării prezintă metodologia utilizată în studiul experimental, 

rezultatele obținute și interpretarea acestora. Investigarea potențialului de patogenitate și 

rezistență la antibiotice al microorganismelor din mediul acvatic s-a efectuat prin metode 

specifice de determinare cantitativă a indicatorilor de poluare fecală și determinare calitativă a 

factorilor de virulență și rezistență la antibiotice ai tulpinilor izolate. Studiul experimental s-a 

realizat în perioada 2013-2014. 
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Arealul de studiu a fost brațul Sfântu Gheorghe, cel mai vechi și mai important braț al 

Deltei Dunării, pe traseul căruia s-au localizat 11 secțiuni de control, începând din zona 

predeltaică, Isaccea și terminând cu punctul de confluență cu Marea Neagră (fig. 1).  

 

 
Fig. 1. Localizarea punctelor de prelevare a probelor de apă și sediment – vedere din satelit. 

 

Materiale și metode 

Analizele bacteriologice și de biologie moleculară pentru probele de apă și sediment au 

fost efectuate în Laboratorul de Control Bacteriologic al Institutului Național de Cercetare-

Dezvoltare pentru Ecologie Industrială – ECOIND București și în Laboratorul de Microbiologie 

al Facultății de Biologie din cadrul Universității din București. 

Analiza cantitativă a indicatorilor de poluare fecală din apa de suprafață și sediment, s-

a efectuat prin următoarele metode: 

- Determinarea numărului probabil de bacterii coliforme totale și termotolerante din pa de 

suprafață prin metoda numărului cel mai probabil – Colilert-18, 

- Determinarea numărului probabil de enterococi din apa de suprafață prin metoda 

membranei filtrante, pe mediu de cultură solid specific, 

- Determinarea numărului probabil de bacterii coliforme și enterococi din sediment prin 

metoda tuburilor multiple, tehnici recomandate de Ghidul ICIM. 

Identificarea microorganismelor potențial patogene izolate din matricile de mediu s-a 
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realizat prin sistemul API, pe baza reacțiilor de metabolism. Tulpinile bacteriene au fost supuse 

testelor de evidențiere fenotipică a factorilor de virulență pe medii de cultură cu substrat 

enzimatic. 

 Determinarea spectrului de sensibilitate/ rezistență la antibiotice s-a efectuat prin metoda 

disc-difuzimetrică standardizată, conform criteriilor descrise în CLSI. Identificarea genelor ce 

codifică sinteza BLSE s-a realizat prin metoda PCR, utilizând primeri specifici descriși în 

literatura de specialitate. 

 

Rezultate și discuții 

 Studiul experimental a început în anul 2013, cu monitorizarea cantitativă lunară a 

bacteriilor indicatoare ale poluării fecale din apa de suprafață și sediment, iar pe baza 

rezultatelor din acest an, s-a constatat influența factorilor meteorologici asupra variației 

densității bacteriene, fapt pentru care, în 2014, au fost organizate patru campanii de prelevare și 

analiză. 

Pentru a interpreta variația densității bacteriilor potențial patogene din ecosistemul 

acvatic, s-a calculat CBO5 (Consumul Biochimic de Oxigen la 5 zile), parametru ce relevă 

încărcătura organică din mediul acvatic. 

 

Fig. 2. Diagramă comparativă între variațiile 

valorilor medii ale densităților bacteriilor 

coliforme identificate în probele de apă și cele 

de sediment prelevate din cele 11 secțiuni de 

control localizate pe brațul Sfântu Gheorghe în 

anul 2013. 

 

Fig. 3. Diagramă comparativă între variațiile 

valorilor medii ale densităților bacteriilor 

coliforme identificate în probele de apă și cele 

de sediment prelevate din cele 11 secțiuni de 

control localizate pe brațul Sfântu Gheorghe în 

anul 2014. 
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Raportul invers proporțional dintre densitatea medie a bacteriilor coliforme estimată în 

probele de apă de suprafață și cea din sediment poate specula existența a două populații distincte 

de bacterii coliforme care au condiții diferite de viață, în anumite secțiuni de control. În punctele 

în care densitatea coliformilor din apă este aproape egală cu cea din sediment, se poate pune 

baza pe curenții de apă zonali care antrenează cele două componente ale ecosistemului și odată 

cu acestea, și microorganismele prezente. Din diagrama fig. 2 reiese faptul că, în sediment, 

densitatea bacteriilor este semnificativ mai mare decât în apa de suprafață, deoarce sedimentul 

oferă microorganismelor condiții de atașare la materia organică și încărcătură organică mai mare 

rezultată din detritusul planctonic. 

 

Fig. 4. Diagramă comparativă între variațiile 

valorilor medii ale densităților enterococilor 

identificate în probele de apă și cele de sediment 

prelevate din cele 11 secțiuni de control 

localizate pe brațul Sfântu Gheorghe în anul 

2013. 

 

Fig. 5. Diagramă comparativă între 

variațiile valorilor medii ale densităților 

enterococilor identificate în probele de 

apă și cele de sediment prelevate din cele 

11 secțiuni de control localizate pe brațul 

Sfântu Gheorghe în anul 2014. 

Și în cazul enterococilor se poate constata încărcătura bacteriană mai mare în matricea 

de sediment față de cea din apa de suprafață, atât în anul 2013, cât și în 2014. În anumite secțiuni 

de control, curenții puternici zonali, determină interferența celor două matrici ale ecosistemului, 

astfel încât, microorganismele identificate în apa de suprafață au fost izolate și în sediment.  
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a. 

 

b. 

Fig. 6. Ilustrația comparațivă a variației spațiale a densităților bacteriilor coliforme în apa de 

suprafață (a.) și  în sediment (b.) determinate în decursul anilor 2013 și 2014. 

Din comparația densităților bacteriene în cei doi ani de monitorizare a probelor de apă 

de suprafață (fig. 6a), reiese că, în 2013, densitatea bacteriilor coliforme a fost semnificativ 

mai mică decât în 2014, iar densitatea coliformilor din sediment, în 2013, a fost mai mare 

decât în 2014 (fig. 6b). 

 

a. 

 

b. 

Fig. 7. Ilustrația comparațivă a variației spațiale a densităților enterococilor în apa de 

suprafață (a) și  în sediment (b) determinate în decursul anilor 2013 și 2014. 
 

La baza explicațiilor acestor rezultate stau condițiile meteorologice și suportul nutritiv 

din bentos care determină proporționalitatea indirectă a densității microorganismelor între apă 

și sediment.  

Tendința de poluare cu enterococi a apei de suprafață (fig. 7a) este mai accentuată în 

2014 față de 2013, iar densitatea cocilor din probele de sediment a fost mai mare în 2013 decât 

în 2014, variația spațio-temporală a încărcăturii enterococilor fiind cauzată de deversarea 

deșeurilor de la fermele zootehnice. 
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În perioada 2013-2014 au fost efectuate 658 de analize de izolare și identificare 

bacteriană, în final, determinându-se 46 specii de coliformi și 6 specii de coci. Cei mai frecvenți 

bacili Gram negativi identificați au fost: Escherichia coli – 132 tulpini, Klebsiella oxytoca – 114 

tulpini, Pseudomonas fluorescens – 93 tulpini, Pasteurella pneumotropica – 86 tulpini, Pantoea 

spp – 42 tulpini. 

Reprezentativ pentru grupul cocilor a fost Aerococcus viridans (83 tulpini), în timp ce 

Enterococcus sp. a fost izolat rar (4 tulpini). 

Antibiogramele probelor din 2013 au evidențiat existența tulpinilor de bacili Gram 

negativi rezitente la antibiotice, prezentate în tabelul 2. 

Tabelul 2.  

Tulpini bacteriene Rezistenţă la: 

Enterococcus durans VA 

Pasteurella pneumotropica AM 

Pseudomonas luteola AMC, AM 

Escherichia coli AMC, AM, TE, SXT, NA  

Enterobacter cloacae 

Vibrio fluvialis AMC, AM, CAZ, CRO, TE, SXT, NA 

Ewingella americana AMC, AM 

Raoutella ornithinolytica AMC, AM, CN, TE, SXT, NA 

Pseudomonas fluorescens (putida) AMC, AM, TE, C, SXT, NA 

Escherichia coli AMC, AM, TE, SXT, NA 

Klebsiella oxytoca AMC, AM, TE 

Klebsiella pneumoniae  AMC, AM 

Pantoea sp.  AMC, AM, CN 

Citrobacter freundii AMC, CAZ, AM, IMP, C, NA, TE 

Serratia odorifera  AM, TE, NA 

  

 

Pentru tulpinile izolate în 2014, testele de rezistență la antibiotice au arătat că majoritatea 

tulpinilor de Enterobacteriaceae identificate în probele de apă de suprafață și sediment sunt 

rezistente la AMC și AM. Cu o frecvență mai mare au fost detectate E. coli, K. oxytoca, K. 

pneumoniae, C. freundii care, pe lângă rezistența la β-lactamicele AMC și AM, au fost rezistente 

și la TE. În eșantionul de sediment din secțiunea de control S9 (Ivancea) a fost identificată o 

tulpină bacteriană nonfermentativă, rezistentă la toate antibioticele setului utilizat de noi, 

identificată ulterior ca Ps. fluorescens rezistent la AMC, AM, CAZ, CRO, FEP, SXT, C, NA, 

TE. Pe lângă speciile genului Enterococcus, au fost identificate multe tulpini de Aerococcus 

viridans rezistente la antibiotice și E. faecalis. 

Deși în punctul S7 (Murighiol) densitatea bacteriilor coliforme nu a depășit valoarea 

medie, am izolat o tulpină de Enterobacter gergoviae rezistentă atât la β-lactamice, cât și la 
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SXT, NA, TE și C. Spre deosebire de apa de suprafață, sedimentul  a avut o încărcătură 

bacteriană mai mare în secțiunea S7 (Murighiol), de unde s-a izolat și bacteria Aeromonas 

hydrophila rezistentă la AM, AMC, CAZ, CRO, FEP și SXT. 

Identificarea microorganismelor potențial patogene rezistente la antibiotice indică 

prezența substanțelor antimicrobiene sau resturi ale acestora în mediul acvatic natural și face ca 

ecosistemul acvatic să devină rezervor de gene de virulență și rezistență la antibiotice. 

Metodele fenotipice de evidențiere a factorilor de virulență sugerează potențialul înalt 

de patogenitate prin capacitatea bacteriilor de a produce enzime degradative (proteaze, DN-ază, 

toxine formatoare de pori – lecitinaze, lipaze, hemolizine). Testele au identificat prezența 

tulpinilor: 

- amilază-pozitive: 38 E. coli, 34 K. oxytoca, 6 C. freundii, 

- cazeinază-pozitive:64 E. coli, 21 K. oxytoca, 2 Pantoea spp., 

- gelatinază-pozitive: 21 E. coli, 13 Pseudomonas fluorescens, 4 Aeromonas hydrophila, 

- esculinază-pozitive: 16 Pasteurella pneumotropica, 5 Pseudomonas luteola, 2 Pantoea 

spp., 2 Aeromonas hydrophila, 

- lipază-pozitive: 16 E. coli, 7 Pasteurella pneumotropica, 

- lecitinază-pozitive: 17 E. coli,  8 Pantoea spp., 

- hemolitice: 6 Pseudomonas fluorescens, 2 Pseudomonas luteola, 

- DN-ază pozitive: 7 Pseudomonas aeruginosa. 

Microorganismele potențial patogene și rezistente la antibiotice, frecvent izolate din apa 

de suprafață și din sedimentul brațului Sfântu Gheorghe, au fost analizate prin metode 

moleculare pentru evidențierea genelor codificatoare ale rezistenței la antibiotice. 

Având în vedere că atât densitatea enterococilor din probele de mediu, cât și caracterele 

lor de virulență și rezistență nu au fost semnificative, am analizat tulpinile de bacili Gram 

negativi: E. coli, K. oxytoca, C. freundii, Ewingella americana, P. pneumotropica, Ps. 

aeruginosa, Ps. luteola. Luând în considerare rezistența acestor microorganisme, în special, la 

antibioticele β-lactamice, am utilizat în tehnica PCR, primeri ai genelor de rezistența care 

codifică pentru BLSE. Astfel, pentru evidențierea secvențelor ADN care codifică rezistența 

enterobacteriaceelor, s-au utilizat primerii tem, shv, ctx-M, oxa, cmy, iar pentru evidențierea 

determinismului genetic al rezistenței Pseudomonas spp. au fost utilizați primerii tem, shv și 
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pse. Amplificarea și migrarea moleculelor de ADN bacterian, în gelul de agaroză, au evidențiat 

prezența genelor care codifică pentru BLSE. 

Rezistența microorganismelor la aceste antibiotice cu spectru larg de acțiune, se 

diseminează în ecosistemul acvatic, fie prin deversarea resturilor de antibiotic odată cu apele 

uzate, fie prin deversarea bacteriilor deja rezistente care transmit acest caracter. 

 

CONCLUZII GENERALE 

1. Studiul nostru a evidențiat aspecte ale prevalenței bacteriilor potențial patogene în 

ecosistemul acvatic al brațului Sfântu Gheorghe, areal protejat al Rezervației Biosferei 

Delta Dunării. 

2. Asemănător cu alte ecosisteme acvatice de același tip, în ecosistemul acvatic al brațului 

Sfântu Gheorghe s-a dovedit că dinamica funcțiilor metabolice ale bacteriilor potențial 

patogene depinde de disponibilitatea nutrienților și condițiile climatice. 

3. Variația condițiilor climatice sezoniere și de amplasament ale bazinului acvatic 

determină variația densității microorganismelor potențial patogene în ecosistemul 

brațului Sfântu Gheorghe, astfel încât, au fost înregistrate diferențe pentru aceeași zonă 

în perioade distincte de timp. 

4. Analiza densității bacteriilor coliforme totale în apa de suprafață, pe parcursului anilor 

2013 și 2014, a evidențiat diferențe în gradul de contaminare influențată, în special, de 

condițiile meteorologice și de activitățile antropice.  

5. În 2013, cele mai mari valori ale densității coliformilor au fost înregistrate în sezonul 

cald, în S6 (Mahmudia), ca urmare a încărcăturii organice susținută de temperatura 

ridicată. Determinarea CBO corelat cu valorile conținutului de substanță organică, 

semnalează o activitate microbiologică intensă în zona respectivă. 

6. În 2014, condițiile de mediu au fost favorabile dezvoltării bacteriilor potențial patogene 

în apa de suprafață, în multe secțiuni de control, depășind densitatea din anul anterior.  

7. Cel mai contaminat punct, în 2014, a fost S11 (confluența cu Marea Neagră), rezultat ce 

poate fi asociat cu încărcătura organică mare din sezonul cald și intensitatea mică a 

curenților marini datorită căreia, zona de confluență a celor două tipuri de apă nu a 

beneficiat de concentrație mare a salinității. 
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8. Curbele densității bacteriilor coliforme fecale din apa de suprafață, determinate în 2013-

2014, au urmat tendințe asemănătoare cu ale coliformilor totali, însă la valori mai mici. 

9. Mediile sezoniere ale densității enterococilor din apa de suprafață, evidențiază că, în 

2013, cele mai mari valori au fost înregistrate în perioada de iarnă, corelate cu un aport 

suplimentar de materie organică rezultată din deșeurile animaliere deversate. Pentru 

sediment, gradul de poluare cu bacterii potențial patogene a scăzut în 2014. 

10. Comparând densitatea bacteriilor potențial patogene în apa de suprafață și în sediment, 

considerăm că, în cele două nișe, populațiile bacteriene diferă prin capacitatea de 

supraviețuire. Sedimentul conferă suportul aderenței celulelor de particulele solide, 

formând biofilme mai rezistente la variațiile condițiilor de mediu.  

11. Genul  Pseudomonas cuprinde specii comune în apă și sol și în majoritatea habitatelor 

umane, având capacitate mare de diseminare, fapt pentru care, în perioada 2013-2014, 

au fost frecvent izolate tulpini de Pseudomonas sp.  

12. Metodele fenotipice de evidențiere a factorilor de virulență sugerează potențialul înalt 

de patogenitate, mediat de enzimele degradative (proteaze), DN-ază, toxine formatoare 

de pori – lecitinaze, lipaze, hemolizine). 

13. Antibiograma a relevat că β-lactamicele, în special, amoxicilină+acid clavulanic și 

ampicilina, au cea mai mică eficiență față de tulpinile izolate. Rezistența 

microorganismelor la aceste antibiotice cu spectru larg de acțiune, se diseminează în 

ecosistemul acvatic, fie prin deversarea resturilor de antibiotic odată cu apele uzate, fie 

prin deversarea bacteriilor deja rezistente care transmit acest caracter. 

14. Analizele de biologie moleculară au dovedit prezența genelor de rezistență care codifică 

pentru BLSE, de tip shv la o tulpină de E. coli izolată din sediment și de tip tem la o 

tulpină de Ps. luteola izolată din apa de suprafață. 

15. Pe parcursul experimentelor au fist identificate și tulpini bacteriene cu rezistență 

inductibilă în prezența antibioticului. 

16. Tematica proiectului nostru răspunde și completează preocupările și cerințele naționale 

și internaționale în domeniul controlului calității apelor, aducând o contribuție științifică 

importantă la cunoașterea, protecția și utilizarea durabilă a resurselor de apă din Delta 

Dunării și implicit, la protecția sănătății populației.  



17 
 

17. Elementele de noutate aduse de acest proiect sunt identificarea speciilor bacteriene 

potențial patogene din ecosistemul acvatic al brațului Sfântu Gheorghe, evaluarea 

potențialului de rezistență la antibiotice și monitorizarea în dinamică a acestor fenomene. 

18. Complexitatea lucrării constă în amploarea investigațiilor efectuate, în numărul mare al 

determinărilor cantitative și calitative, cu frecvență lunară în 2013 și sezonieră în 2014 

și prelucrarea și diseminarea informațiilor astfel încât să servească drept suport 

autorităților implicate în domeniul calității apelor și protecției mediului și în domeniul 

sănătății publice. 
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