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2. Scopul proiectului

Principalii parametri microbiologici din continuumul nisip-apd cu relevanti pentru
sandtatea publica si legatura acestora cu sursele de contaminare. Plajele sunt interfete dinamice
intre tarm si apa, oferind diverse habitate microbiene care variaza foarte mult Tn spatiu si timp.
Plajele joaca un rol important pentru om prin activitatile recreative oferind oportunitati de contact
cu microorganismele patogene. Oamenii se asteapta ca pe nhisip si In apa sa fie in siguranta, ceea



ce nu este cazul Tn cazul evacuarii canalizarii si altor surse de deseuri fecaloide ce contamineazdi
plajele cu enterococci si coliformi termotoleranti [11, 16-19, 79].

Oamenii expusi la plajele cu apa si nisipul contaminat cu fecale prezinta un risc crescut de
infectii care cauzeaza gastroenteritd, micoze si alte boli emergente sau re-emergente [17-23, 57-
69]. Expunerea omului la agenti patogeni poate aparea pe masura ce acestia interactioneaza cu apa
si/sau nisipul contaminat cu microorganisme patogene din deseurile umane sau din alte surse cu
origine animala (Figura 1). Studiile epidemiologice efectuate Tn SUA [23, 37] au estimat ca riscul
de gastroenteritd acutd este atribuit contactului cu apa n timpul Tnotului la 15 persoane din
1000 [34, 48, 81].

Reglementarea la nivel mondial a calititii apei de agrement este in mare masurd
dependenta de cuantificarea bacteriilor fecaloide cum ar fi coliformii totali, Escherichia coli si
enterococii; din anul 2021, au fost introdusi parametrii microbiologici si pentru nisip [12, 44-
57].

In apa, bacteriile fecaloide patogene si depisirea limitelor admise sunt influentate de
temperatura, salinitate, precipitatii, localizarea razelelor solare (apa, sediment, vegetatie),
nutrienti, microbiota normala si structura nisipului [28,56-63]. Putine studii efectuate Tn habitatele
de nisip au descoperit ca umiditatea, comunitatea microbiana, structura, temperatura, algele marine
esuate si insectele asociate afecteaza supravietuirea indicatorilor bacterieni [24, 57-58].

Studiile epidemiologice au aratat ca expunerea la plajele contaminate bacterian poate creste
riscul de gastroenterita prin activitati care includ transferul de la méana la gura a microbiotei
patogene [27, 33, 41]. Nisipul poate oferi, de asemenea, o posibilitate de contaminare cu agenti
patogeni oportunisti de origine non-fecaloida, cum ar fi dermatofitii si levurile, care sunt
transportati de organismele care utilizeaza plajele recreative [5, 7, 34-41].

Prin cuantificarea tuturor agentilor patogeni posibili din apa si nisip, evaluarea cantitativi
a riscurilor microbiene (ECRM) a presupus o cresterea estimarii rezultatelor negative asupra
sanatatii umane din apele recreatioanle asociate cu nisip pe plaje. Datele generate prin metoda
ECRM poate fi de asemenea, utilizata in dezvoltarea modelelor predictive. Cadrul ECRM poate
ajuta evaluarea impactului schimbarilor conditiilor de mediu pe plaja si poate permite actiuni de
management mai precise pentru a preveni efectele asupra sanatatii determinate de schimbarile
climatice [12, 35-45].

Provocarile si costurile protejarii sandtatii publice de agentii patogeni din apa si nisip cresc
continuu odata cu cresterea populatiei si urbanizarii ce sporesc poluarea apelor de suprafata din
canalizare si scurgere. Schimbarile climatice modifica temperatura, precipitatiile, nivelul marii si
intensitatea furtunilor din Tntreaga lume.

In cele din urma, mentionam si impactul surselor de contaminare asupra microbiotei din
nisipiul de pe plaja si din apa cu efecte negative evidente asupra marilor [1, 2-7, 10-11]. Totodata,
prin incalzirea globala si populatia umana continua sa creasca si zonele de coasta din intreaga lume
sufera un stres asociat cu multitudinea de activitati umane sau altfel spus cu este asociat cu gama
larga de surse de contaminare contaminate (Figura 1). Astfel, activitatile de agrement de pe
litorarul Marii Negre sunt bune pentru relaxare, dar nu sunt neaparat lipsite de potentiale riscuri
infectioase.
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Figura 1 — Diagrama conceptuala care ilustreaza procele cheie ce influenteaza microbiota
in zona de langa tarm. Nu sunt indicati factorii de mediu cum ar fi salinitatea, pH-ul, OD-ul, COD-
ul sau AOD-ul in coloana de apa, ceea ce ar putea modula multe dintre procesele illustrate

Microorganismele oportuniste si patogene pot contamina habitatele apelor recreationale,
prin: (1) materiile fecale directe depuse pe plaja de oameni, pasari si animale, (2) fluxul de ape de
suprafata, (3) scurgeri de ape pluviale sau ape subterane care au fost anterior contaminate (Figura
1). Odata prezente, habitatele extraintestinale, cum ar fi macrofitele acvatice si sedimentele pot
facilita, de asemenea, persistenta si cresterea acestora, care ulterior pot reintroduce
microorganismele in coloana de apa [11].

Tn ultimii ani, pe plajele de pe litoralul Marii Negre au fost inregistrate numeroase cazuri
de enterocolitd bacterian severd, atat la copii cat si la adulti. Tn acest context, prin intermediul
acestui proiect am realizat supraveghere epidemiologica a plajelor, prin evaluarea urmatorilor
indicatori microbieni:

» coliformii termotoleranti,

» enterococii,

» levurile si dermatofitii.

Astfel, contaminarea microbianad a plajelor a fost stabilita atat prin metode conventionale cat
si prin evaluarea unor metode noi, ce vor fi analizate la finalul proiectului cu ajutorul inteligentei

artificiale dupa algoritmul de supraveghere epidemiologica propus.



In anul 2021, Organizatia Mondial a Sanatatii (OMS) a restabilit parametrii microbiologici
pentru a asigura siguranta apelor recreationale. Recent, Organizatia Mondiala a Sanatatii a
recomandat ca nisipurile de plaja si apele recreationale sa fie monitorizate pentru evaluarea
contamindrii bacteriene, inclusiv agentii patogeni enterici si fungici.

Prin urmare, scopul general al proiectului constd in evaluarea cantitativa si calitativa a
coliformilor termotoleranti, a enterococilor, a levurilor oportuniste si patogene, a dermatofitilor,

precum si evaluarea rezistentei antimicrobiane a izolatelor cu implicatii in patogenitate.

2. Obiectivele proiectului

Obiectivele propuse pentru perioada iulie — decembrie 2024 au constat in evaluarea
microbiologicd a poludrii apelor recreationale in sezonul estival (iunie, iulie, august) cu izolarea
si identificarea bacteriilor si fungilor cu semnificatie clinica prin parcurgerea urmatoarelor etape:

1. Recoltarea si pregatirea probelor de apa si nisip in luna august. Astfel, recoltarea s-a

realizat din 4 zone diferite cu scopul de a identifica contaminantii bacterieni si fungi cu
semnificatie clinica. In aceastd etapd am utilizat pe 1angi metoda standardizatd (Guidelines on
recreational water quality: Volume 1 Coastal and fresh waters, WHO — 12 iulie 2021) am introdus
un sistem nou portabil multifunctional de recoltarea probelor de apa in vederea concentrarii
microorganismelor prin ultrafiltrare.

Pentru a investiga abundenta si diversitatea microorganismelor, au fost recoltate probe de
pe 44 de plaje din zone urbane si non-urbane din 7 tari (Romania, Bulgaria, Grecia, Croatia,
Cipru, Turcia si |srael) care se invecineazi cu Marea Neagrd, Marea Mediterand, Marea Egee,
Marea Ionica si plajele Marii Adriatice.

2. Screening-ul periodic pentru evaluarea microbiologica a apei si a nisipului din cele

44 de plaje a constat in evaluarea urmdtorilor parametrii microbieni: coliformii termotoleranti,

enterococii, levurile si dermatofitii. O alta problema care trebuie luatd in considerare in ceea ce

priveste expunerea plajei atat cu bacterii cat si cu levuri; odatd cu cresterea serioasa a rezistentei
antimicrobiene (AMR), reprezintd un alt studiu care nu s-a realizat pana in prezent. Genele de
rezistentd se raspandesc in mediu si orice mediu trebuie privit ca un posibil rezervor de surse
infectioase rezistente. Rezistenta fungilor unicelulari si pluriceluari la azoli despre care se crede

ca s-a epicentrat in Europa de Est se considera ca se raspandeste rapid in cadrul unor specii din



cadrul genului Candida, un alt aspect pe care I-am evaluat pentru prima data prin intermediul
acestui proiect. Acest obiectiv a implicat:
(A) evaluarea incarcaturii bacteriene si fungice;
(B) izolarea si identificarea agentilor patogeni;
(C) evaluarea profilului de rezistentda la antibiotice si antifungice a izolatelor bacteriene si
fungice (coliformii termotoleranti, enterococii si speciile din genul Candida).

3._Evaluarea prezentei biofilmului Tn nisipul de pe plajele luate n studiu cu propunerea unui

model conceptual matematic care descrie eliberarea bacteriilor si levurilor din nisip. Biofilmele

sunt Tn mare parte neexplorate din cauza unui decalaj semnificativ de cunostinte care impiedica

efortul de a estima riscul pentru sdnatatea umana prin contactul cu nisipul.

3. Materiale si metode
Activitatea 1 — Recoltarea si pregitirea probelor de apd si nisip din 44 de plaje din zone
urbane si non-urbane din 7 tari care se invecineazd cu Marea Neagrda, Marea Mediterand,
Marea Egee, Marea lonica si plajele Marii Adriatice. Urmatoarele plaje au fost esantionate
pentru acest studiu: Marea Neagra cu 22 de plaje - (RO): Mamaia Nord, Mamaia Sud, Constanta
Modern, Constanta 3 Papuci, Golful Pescarilor, Eforie Nord 1, Eforie Nord 2, Eforie Sud, Tuzla ,
Navodari, Costinesti 1, Costinesti 2, Venus, Neptun, Olimp, Jupiter, Cap Aurora, Mangalia 1,
Mangalia 2, Saturn, 2 Mai, Vama Veche si 5 plaje — (BG): Balcic, Obzor Theopolis, Obzor Central,
Obzor Bunker, Old Nessebar; Marea Egee cu 7 plaje pe insula Thassos — (GR): Porto Vathi, Marina
Golden Sands, Golden Sands, Golden Beach, Nisida Kinira, Paradise Beach, Aliki Beach; Marea
Mediterana cu 5 plaje pe insula Creta (GR): Balos, Falassarna, Stavros, Plakias, Preveli; 1 plaja -
(CY): Pantachou; 1 plaja - (TR): Belek si 1 plaja - (IL): Bat Galim; (GR): Marea lonica cu 1 plaja

(GR): Sykia; Marea Adriatica cu 1 plaja (HR): Trogir.

Prelevarea s-a bazat pe anumite criterii de selectie originale si ce au inclus apa si nisipul
din 4 zone diferite: zona uscata, zona de nisip atinsd de apa, de la o plaja de coasta si de la o plaja

interioara.



Recoltarea s-a realizat n luna august atat din zonele urbane, cat si din zonele non-urbane
(Figura 2-3-4). Probele au fost esantionate cat mai des in sezonul estival si saptaménal in afara
sezonului. In acelasi timp au fost monitorizati urmatorii parametrii meteorologici: temperatura

aerului si umiditatea relativa (HR).
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Figura 2 - Distributia geografica a punctelor de esantionare folosind cartografierea cu QGIS
(Versiunea 3.10.0-A Corufia). Punctele din cadrul formelor indica locurile de prelevare a probelor
de apa si nisip.
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Pregidtirea probelor si incubarea s-a realizat dupd metoda descrisa anterior in cadrul
proiectului Mycosands - Brandao J., Bostanaru-lliescu A.C., 2021 — metoda clasicd inclusa in
ghidul apelor recreationale. Pe langa metoda conventionala a fost introdusa o metoda originala de
recoltarea probelor ce consta utilizarea unui sistem de concentrare portabil care este un dispozitiv
de ultrafiltrare (Figura 3). Aceasti metoda oferia urmdtoarele avantaje majore:

1.) permite detectarea agentilor patogeni care sunt intr-o incarcatura mai redusa

2.) izolarea speciilor din cadrul genului Vibrio, Pseudomonas;

3.) permite cuantificarea corecta a levurilor si a fungilor filamentosi cu semnificatie

clinica;

4.) reduce variabilitatea probelor in programele de monitorizare pe termen lung.

Figura 6 - Diagrama sitemului de ultrafiltrare si concentrarea agentilor patogeni din apa

Volume adecvate din fiecare proba de apa au fost filtrate aseptic folosind filtre Millipore
(Merck, Darmstadt, Germania) cu un diametru al porilor de 0,22 um pm folosind un colector de
vid (Sartorius, Marea Britanie). Membranele au fost plasate pe mediu selectiv si incubate la 30°C
timp de 4 ore, apoi la 37°C timp de 14 ore pentru detectarea prezumtiva de Escherichia coli sau
incubate la 37°C timp de 44 de ore pentru detectarea prezumtiva de enterococci. Numarul de unitati
formatoare de colonii (UFC) a fost apoi calculat si exprimat ca CFU/100 mL.

Numarul total de drojdii si ciuperci filamentoase a fost inregistrat pentru fiecare proba.

Pentru a evalua riscurile potentiale pentru sinatatea publica, speciile de ciuperci au fost

clasificate dupa cum urmeaza: levuri legate de contaminarea fecald, levuri legate de infectii



cutanate, levuri asociate cu alergii si ciuperci care reprezinta o amenintare pentru persoancle
imunodeprimate.

Activitatea 2 — Screenig-ul periodic pentru evaluarea microbiologicd a apei si a nisipului
s-a realizat prin evaluarea urmatorilor parametrii microbieni: coliformii termotoleranti,
enterococii, levurile si dermatofitii.

(A) Evaluarea incarcaturii bacteriene si fungice a fost efectuatd dupa 1SO 13528:2015 pentru
determinarea valorile totale cu o precizie de 95%. Rezultatele analitice au fost evaluate dupa
recomandarile OMS-ului: 60 MPN/g (MPN-metoda numarului celui mai probabil) pentru
enterococci, echivalent cu 200 UFC/100 ml in apa, cu un risc de imbolnavire mai mic de 5%;
pentru levuri: 90 UFC/g pentru toate speciile. Testele pentru detectarea speciei Escherichia coli si
Enterococcus spp. pentru estimarea MPN-ului au implicat utilizarea unor medii fluorogene, prin
folosirea microplacilor standarizate MUD si MUD - EN 1SO 9308-3 (1999) si EN ISO 7899-1
(1999).

(B) lzolarea si identificarea coliformilor termotoleranti, enterococilor, levurilor si
dermatofitilor. 1zolarea s-a realizat prin metode fenotipice utilizdnd medii neselective si
selective/cromogene (RAPID' E.coli 2 Agar, Bio-Rad, RAPID' Enterococcus, Bio-Rad);
confirmarea identificarii s-a realizat prin metode proteomice si moleculare - MALDI-TOF MS
(Burker si Autobio Autof ms1000) si secventierea ITS. In vederea izolarii levurilor si
dermatofitilor s-au folosit mediile Sabouraud Dextroza Agar (SDA) si agar Mycosel
(cicloheximida, cloramfenicol). Placile au fost incubate timp de 5 zile pe SDA si 21 de zile pe
Mycosel, ambele la 27,5 °C = 0,5°C.

(C) Evaluarea profilului de rezistentd la antimicrobiene. Pentru a determina izolatele rezistente,
a fost utilizatd metoda difuzimetrica Kirby-Bauer. Toate izolatele au fost testate pentru producerea
de ESBL-uri si AmpC utilizand testul difuzimetric cu cefpodoxima 10 pg, cefotaxima 30 pg si
ceftazidima 30 pug. Diametrele zonelor de inhibitie au fost comparate cu criteriile EUCAST pentru
a determina daca izolatele au fost susceptibile sau rezistente.

Activitatea 3 — Evaluarea prezentei biofilmului in nisipul de pe plaje va fi analizata cu un
microscop electronic cu scanare Verios G4 UC (Thermo Scientific, Waltham, MA, SUA) echipat
cu un analizor de spectroscopie cu raze X cu dispersie de energie (detectorul Octane Elect Super
SDD (AMETEK, Tokyo, Japonia). Avand in vedere dinamica dintre biofilme si energia valurilor,

se recomanda utilizarea unui model conceptual care descrie eliberarea bacteriilor din biofilm in



nisip, prin aplicarea formulei: Xcr, nisip = f (T, M, reps); unde T este timpul de cand ultimul
eveniment energetic a fost mai mare, M este magnitudinea evenimentului peste inaltimea medie a
valului, iar reps este rata de depunere a biofilmului pe nisip.

Activitatea 4 — Rapoartele climatice pentru toate zonele de plaja de agrement au fost colectate de

la WeatherSpark.com.

3. Rezultate si discutii
Parametrii climatici. Evaluarea parametrilor meteorologici a fost semnificativa din punct
de vedere statistic pentru unii indicatori microbieni evaluati din nisip. Cu toate acestea, oarecum
surprinzator, zonele mai calde nu sunt neaparat cele mai putin (mico-)populate de pe plaja.
In timpul acestui proiect, umiditatea relativa medie a prezentat valori mai ridicate in luna
iulie si mai scazute in luna iunie (Figura 4). Valorile ridicate ale UR in luna iulie sunt corelate si
Cu 0 incarcaturd mai ridicata de specii din cadrul genului Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C.

glabrata, C. guilliermondii).
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Figura 7 - Evaluarea temperaturii acrului si a umiditatii relative
din plajele selectate pentru recoltare

Numarul de bacterii din nisip (UFC/ml) a variat intre <15-18563 (enterococi) si <15-2748

(coliformi termotoleranti) Tn probele de nisip pe plajele din Romania. In apa de mare, numarul de



enterococci (UFC/mL) este mai mic decat in nisip atingand valori intre 0-647 (enterococi),
0-350 (coliformi termotoleranti) (Figurile 8-11).
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Figura 8 - Testele pentru detectarea coliformilor termotoleranti si Enterococcus spp.
pentru estimarea MPN-ului (Roménia)

Figura 9 - Testele pentru detectarea coliformilor termotoleranti si Enterococcus spp.
pentru estimarea MPN-ului (Israel — stdnga; Bulgaria — dreapta)
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Figura 11 - Evaluarea numarului cel mai probabil de enterococci si coliformi termotoleranti din nisip

Figura 12 - Izolarea speciilor de Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Vibrio parahaemolyticus,
Escherichia coli in probele de apa si nisip
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studiu de pe plajele din centrul lioralului Marii Negre
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Numarul de fungi din nisip (UFC/g) a variat intre <10-2170 (fungi filamentosi) si <10-
1150 (levuri). In apa de mare, numarul de levuri (UFC/mL) este mai mic decét n nisip, atingand
valori de <5-205 (fungi filamentosi), <5-10 (levuri) (Figura 16).

In ceea ce priveste distributia izolatelor fungice in raport cu proportiile fungilor filamentosi
fata de levuri, se poate observa ca atat nisipul, cat si apa de mare au prezentat in principal fungi

filamentosi (Figura 15).

Figura 19 - Diferite aspecte macroscopice ale culturilor de nisip (stinga) si apa de mare (dreapta)
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Figura 20 — Incarcatura levurica din apa filtrata, comparativ cu apa nefiltrata



Incarcatura fungicd si diversitatea speciilor din nisip este mai mare comparativ cu cea
izolata din apa de mare. O crestere sezonierd a incarcaturii fungice a fost semnalata pe unele plaje,
probabil legata de activitatea umana si de surse specifice de poluare. Deoarece capacitatea de
crestere la 37°C este considerata a fi un indicator potential de patogenitate la om, am analizat si
acest parametru in izolatele noastre fungice.

Genurile cel mai frecvent izolate au fost Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus,

Talaromyces cu putine diferente in functie de luna si plaja.

Numarul de fungi filamentosi din apa filtrata comparativ cu apa nefiltrata
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Figura 21 - Incarcatura fungilor filamentosi din apa filtrata, comparativ cu apa nefiltrata

Genurile de levuri izolate cel mai frecvent atat in nisip, cét si in apa de mare din Marea

Neagra au fost Candida (inclusiv teleomorfii lor), Cryptococcus si Rhodotorula (Figura 12).



Figura 22 — Diferite aspecte macroscopice ale culturilor de levuri din nisip
(Candida si Rhodotorula)

Dintre speciile relevante clinic cele mai frecvente specii au fost cele din cadrul genul
Candida: albicans, glabrata, guilliermondii, parapsilosis. Speciile de levuri precum C. albicans,
C. guilliermondii sunt asociate cu microbiomul intestinal uman si pot fi considerate markeri ai

contaminarii fecaloide

Figura 23 - SEM (prezenta biofilmului pe suprafata granulelor de nisip)
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Figura 24 - Reprezentarea grafica a principalelor genuri de bacterii identificate din apa si nisi



Concluzii:

v" Cresterea numarului total de coliformi termotoleranti si levuri de pe plaje poate fi corelata
cu sezonul estival.

v Rezultatele au aratat ca atat zonele urbane cét si cele non-urbane din toate tarile prezinta
microbiotd diferitd de fungi filamentosi, dar au un panou similar de specii de levuri.

v Rezultatele indica o variatie regionala semnificativa a contamindrii bacteriene si fungice,
subliniind nevoia de monitorizare regulatd a mediului si de asemenea stabilirea unor
strategii de gestionare a riscului infectios.

v' Acest studiu oferd date importante asupra amplorii contamindrii cu tulpini patogene in
zonele de agreement si subliniazd importanta protejarii sanatdtii publice in aceste spatii
frecvent vizitate.
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