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SCOPUL TEZEI

Studierea dinamicii procariotelor planctonice marine endogene capabile sd
degradeze/tolereze hidrocarburile (motorina), in sisteme de tip microcosmos in absenta
bacteriovorilor (apd de mare filtrata prin filtru cu pori 0.45um) sau in prezenta

bacteriovorilor (apa de mare nefiltrata).
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OBIECTIVELE EXPERIMENTELOR PERSONALE:

1. Selectarea concentratiilor optime de nutrienti utilizati pentru stimularea cresterii,
multiplicarii §i activititii metabolice a procariotelor marine endogene Tn sisteme
microcosmos de laborator in absenta bacteriovorilor sau in prezenta bacteriovorilor.

2. Selectarea concentratiilor optime de dispersanti utilizati pentru stimularea cresterii,
multiplicarii si activitatii metabolice a procariotelor marine endogene in sisteme
microcosmos de laborator in absenta bacteriovorilor sau in prezenta bacteriovorilor.

3. Selectarea concentratiilor optime de motorindg pentru stimularea cresterii, multiplicarii si
activitdtii metabolice a procariotelor marine endogene n sisteme microcosmos de
laborator in absenta bacteriovorilor sau n prezenta bacteriovorilor.

4. Cuantificarea consumului de poluant (motorind) in sisteme microcosmos de laborator
de catre procariote marine endogene, in absenta bacteriovorilor sau in prezenta
bacteriovorilor, in conditii optime de dispersant si nutrienti.

5. Dinamica densitatii procariotelor marine endogene (vii, moarte precum si hidrocarbon
oxidante) Tn sisteme microcosmos de laborator in conditiile aditiei de nutrienti, dispersant
si poluant.

6. Izolarea, purificarea si identificarea de bacterii hidrocarbon oxidante din microbiota
endogena, pentru experimente ulterioare de bioaugmentare.

7. Testarea rezistentei microorganismelor hidrocarbon oxidante la antibiotice.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT
Teza de doctorat este structuratd in doud parti diferite: prima parte cuprinde alte 2 parti
si a doua parte cuprinde sapte capitole apartinand; Tnsumand un numaér de 124 pagini, 45 de

figuri, 9 de tabele si 162 de referinte bibliografice.

Continutul tezei este organizat dupa cum urmeaza:

Partea | - este structuratd in doua parti in care au fost prezentate informatii referitoare
la: stadiul cunoasterii in poluarea mediului si solutii de bioremediere si poluarea cu hidrocarburi
- scurt istoric asupra poluarii mediului cu hidrocarburi, efectele poluarii cu hidrocarburi asupra
mediului, bioremediere , influenta factorilor de mediu in biodegradarea hidrocarburilor
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petroliere , rezistenta microorganismelor hidrocarbon-tolerante la antibiotice si compusi toxici,

importanta subiectului .

Partea Il — contine ,, CONTRIBUTII PERSONALE” si este structurata in sapte capitole,
primele patru capitole sunt dedicate fiecare celor patru experimente derulate pe parcusul celor
cinci ani de studiu astfel.:

CAPITOLUL | - Dinamica densitatii celulelor microbiene in microcosmosuri marine
suplimentate cu motorina si dispersant-Nacol C .

CAPITOLUL Il - Selectarea concentratiilor optime de nutrienti, dispersanti si motorind pentru
maximalizarea metabolismului energetic al populatiilor bacteriene marine cuantificat prin
reducerea resazurinei In experimente tip microplaci.

CAPITOLUL IIl - Selectarea concentratiilor optime de nutrienti pentru maximalizarea
metabolismului energetic al populatiilor bacteriene marine cuantificat prin reducerea resazurinei
n experimente tip microcosmosuri la15° C .

CAPITOLUL IV- Consumul de motorina in experimente tip microcosmosuri pe termen lung (15
luni) cu aditie continua de nutrienti anorganici .

Capitolele 1-6 fiind structurate in subcapitole: MATERIALE SI METODE, REZULTATE SI
DISCUTII, CONCLUZII,

CAPITOLUL V - Izolarea, selectarea si identificarea unor bacterii hidrcarbon oxidante.
CAPITOLUL VI - Testarea sensibilitatii la antibiotice specifice a bacteriilor ~ hidrcarbon
oxidante izolate.

Teza de doctorat se finalizeaza cu CAPITOLUL VII — Concluzii generale si perspective.

in care sunt prezentate principalele concluzii generale ale cercetarilor realizate, cu prezentarea

contributiilor originale si propunerea catorva directii viitoare de cercetare, perspective.

1.2.6.IMPORTANTA SUBIECTULUI
Curatarea mediului de hidrocarburile petroliere  este o problemd reald. O mai buna
intelegere a mecanismului de biodegradare are o mare importanta ecologica, care depinde de

microorganismele indigene pentru a transforma sau mineraliza contaminantii organici. Procesul
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de biodegradare microbiand ajuta la eliminarea titeiului scurs in mediu dupa deversarea unor
cantitati mari, dupa ce au fost eliminate cantitati critice prin diverse metode fizico-chimice.

Acest lucru este posibil, deoarece microorganismele au sisteme enzimatice ce le confera
posibilitatea de a degrada si utiliza diferite hidrocarburi folosite ca sursa de carbon si energie.

Este unanim insusita ideea (Bull., 1992, Crook., 1996) ca bioremedierea, comparativ cu alte
metode de tratare fizico-chimice, constituic o metoda eficientd si economica ce nu perturba
echilibrul ecologic al mediului, prezervand biodiversitatea ecosistemului. Metodele fizice de
remediere (adsorbtie, filtrare, extractie), in unele cazuri sunt mai eficiente comparativ cu
bioremedierea, dar prezintd dezavantajul cd nu convertesc deseurile In constituenti mai putin
toxici. Tratamentele chimice, la randul lor, pot conduce la produsi finali cu un oarecare risc
pentru mediu, prin faptul ca pot constitui noi surse de poluare, fiind mai refractari decat produsii
initiali.

Tn general, In zonele poluate se constati o crestere numericd a populatiilor de
microorganisme care metabolizeaza substratul poluat si o reducere a diversitatii taxonomice.
Pornind de la acest aspect, se impune utilizarea in aplicatiile de bioremediere a unor tulpini
bacteriene ce provin din situl poluat, care poseda o flexibilitate metabolica si un echipament
enzimatic adecvat, care sd permita integrarea in arealul poluat fara a afecta echilibrul ecologic al
zonei. Cele mai eficiente comunititi microbiene utilizate in remedierea mediilor contaminate sunt
cele care actioneaza simergic asupra poluantilor organici.

Toate aceste argumente aduse in sprijinul aplicarii biotehnologiilor de remediere, justifica
interesul acordat abordarii problematicii de protejare a mediului si de decontaminare a unor
suprafete afectate prin prezenta unor agenti poluanti. Totodatd, aprofundarea studiilor de biologie
moleculard, fie prin aplicarea unor tehnici de identificare taxonomica, fie pentru realizarea unor
modificari genetice cu scopul majorarii eficientei de metabolizare a contaminantilor, fie pentru
caracterizarea unor produsi de metabolism (enzime, biosurfactanti), situeaza cercetarile
microbiologice de bioremediere la granita cu domeniul extrem de actual al nanotehnologiilor.

Procesul de bioremediere are un randament superior atunci cand sunt indeplinite anumite
conditii, legate de: tipul de poluant si mediile poluate, microorganismele implicate in tehnologia

de remediere si parametrii fizico-chimici.
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Tematica abordata prezinta o importantd teoreticd prin varietatea metodologicd abordata
cat si prin cea practica, care vor putea sta la baza unor studii viitoare privitoare la implicarea
microorganismelor din apa de mare 1in procesele de bioremediere. Numadrul lor, activitatea lor
metabolica, capacitatea lor de a folosi ca sursd de carbon hidrocarburile si astfel degradarea
acestora, ajutate fiind de anumite concentratii de nutirenti organici/anorganici si dispersanti,
reprezintd tematici considerate de noi importante in cunoasterea rolului lor Tn bioremediere si prin

urmare luate in calcul in studiile realizate Tn teza.

PARTEA II-CONTRIBUTII PERSONALE.

Studierea procariotelor planctonice marine capabile sd degradeze/tolereze hidrocarburile
(motorina) in conditiile stabilite pe parcusul experimentelor s-a realizat cu ajutorul urmatoarelor

tehnici de lucru:

MATERIALE S| METODE UTILIZATE:

Montarea experimentelor de tip microcosmosuri (din apa de mare filtrata si nefiltratd) poluate

cu motorind, suplimentate cu compusi organici si/sau anorganici, in prezenta dispersantilor,
substantele au fost adaugate 1n diferite concentratii (in cele 4 serii de microcosmosuri dezvoltate
in aceastd tezad pentru stabilirea concentratiilor si a caracteristicilor optime ale sistemelor pentru
maximalizarea cresterii si multiplicarii celulare si a intensitatii metabolismului energetic al

populatiilor naturale /al microbiotei marine.

Microscopie de fluorescenta. este utilizata pe scara larga in ecologia microbiand. Exista mai
multe avantaje in utilizarea acestuia. Este rapida si destul de usor de utilizat, permite vizualizarea
distributiei spatiale a celulelor din esantion si cu o combinatie adecvata de coloratii fluorescente,
este posibilda diferentierea intre celulele viabile si cele moarte. Cu toate acestea, identificarea
directd a microorgaanismelor nu este posibila prin coloratii fluorescente conventionale. Prin
urmare, distingerea celulelelor pe baza de morfologie este importantd, deoarece coloratiile

fluorescente nu sunt specifice pentru speciile de bacterii sau genuri ( Kepner, 1994) .
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Sistemele de analiza a imaginilor permite cuantificarea rapida a mai multor parametrii, de
exemplu: intensitatea fluorescentei, dimensiunile diferitelor microorganisme si procentul
suprafetei acoperite de biofilm. ( Johanna, 2003., Bloem, 1995., Keevil, 1992. , Mgller, 1995.)

Acestea sunt, de asemenea, utilizate pe scara largd in ecologia microbiana si extrem de
importante In cercetarea ecologica. Existd mai multe avantaje in utilizarea acestora. Sunt rapide si
destul de usor de utilizat, permit vizualizarea distributiei spatiale a celulelor din esantion si, cu
o combinatie adecvatd de coloratii fluorescente, este posibild o diferentiere intre celulele viabile
si moarte. (Lecoeur, 2002). Numarul de bacterii prezente in proba originald este calculat din
media celulelor numerate/aria grilei folosite, volumul probei filtrate si aria efectiva de filtrare

dupa formula lui Jones.. (Jones, 1979).

Dimensionarea si cuantificarea numarului de celule bacteriene prin metoda manuala,
semiautomata si prin metoda automata.

Metoda manuala (clasica) de numarare a bacteriilor de pe filtru. Metodele fotografice

sunt adesea utilizate pentru masurarea marimii si numarului bacteriilor din medii naturale
(Fry.,1990). Masurarea se poate face cu orice aparat automat atasat la microscop capabil sa
realizeze imagini la un nivel de luminozitate scdzutd. Se numara pe imagine bacteriile direct cu
ajutorul unui micrometru sau a unei rigle, sau indirect prin evidentierea cu ajutorul unui marker a
celulei bacteriene pe poza.

Metoda automatd de numadrare a bacteriilor de pe filtru. Petru dimensionarea si

cuantificarea automata a celulelor bacteriene am folosit doud programe: Image J si CellC. Pentru
cea semiautomata s-a folosit DotCount.

Image J a fost software-ul principal pentru a masura lungimea de celule si software-ul
CellC este al doilea software utilizat in analiza automata a imaginilor noastre de microscopie ca
enumerarea de celule si masuratori de proprietati de celule (de dimensiune, forma, intensitate)
(Selinummi., 2008. ) asa cum se arata anterior (Ardelean ., 2009 , Ghita., 2010b).

Cu ajutorul soft-ului CellC se enumera celulele luminoase pe un fundal Tntunecat
(epifluorescenta). Optiunea implicitd in CellC este de a prezenta parametrii masurati in pixeli.
Bifand aceastd casetd vom defini cati micrometrii corespund unui pixel si de a primi toate
rezultatele de masurare Tn micrometri. Valoarea corectd a acestui cadru, evident, depinde de
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configurare imagistica, de asemenea de aparatul de fotografiat si obiectiv si trebuie sd fie
folositin afara de CellC si ImageJ pentru a calibra scara.

Metoda semi-automata de numarare a bacteriilor de pe filtru. Cuantificarea celulelor a

fost, de asemenea, realizata printr-o metoda semi automatizata folosind software-ul DotCount.
DotCount este un program pentru contorizarea numarul ui de puncte intr-0 imagine. Punctele sunt
considerate a fi regiuni conectate cu aproximativ aceeasi intensitate. Scopul sau initial a fost de a
numara pete pigmentare pe fotografiile de piele pentru cercetare in domeniul cancerului (Dr.

Martin Reuter, http://reuter.mit.edu/software/.) Astfel am marcat, asemeni metodei clasice,

bacteriile din imagini cu ajutorul unui marker digital si apoi prelucrate in Dot Count.

Punerea in evidenta a activitatii metabolice bacteriene cu ajutorul resazurinei in
experimente de tip microplaci. Determinarea  cantitativi a reducerii resazurinei.
Resazurina (10-oxid 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona) este un colorant albastru, nonfluorescent,
aceasta este redusa pana la resorufina (roz si foarte fluorescentd), care este in continuare redusa la
hydroresorufina (incolora si nonfluorescentd), cu ajutorul unor oxidoreductaze prezente in
celulele viabile. Resazurina este folosita in principal ca un indicator de oxido-reducere, in teste

de viabilitate celulara. (Fig.1)( O'Brien et al, 2000; www.promega.ro;)

Testul reducerii resazurinei este folosit de aproximativ 50 de ani pentru a monitoriza
contaminarea bacteriana si cu drojdii a laptelui, de asemenea, pentru evaluarea calitatii
materialului seminal. nu este Tnca cunoscut modul in care aceasta reducere se produce sau
activitatea intracelulara a enzimei ca un mediu de reactie chimicd. O forma redusa fluorescenta a
resazurinei a fost gasit in citoplasma si nucleul viu din celulele moarte. Recent, resazurina a
devenit foarte populara ca o modalitate foarte simpla si versatila de masurare a proliferarii
celulare si citotoxicitatii.  O'Brien et al, 2000)

Conversia resazurinei la resorufina fluorescenta este proportionala cu numarul de celule

metabolic active, viabile prezente intr-o populatie
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Celula viabila

Reactii de
reducere

\

|

A\

Na* "0~ (o) 0] Na* "0 _~_0O (0]
Resazurin Resorufin

Fluorescenta emisa la 590 nm

Fig.1.8. Schema reducerii resazurinei. {O'Brien et al, 2000; /www.promega.ro)

Utilizarea dispersantilor in experimentele de tip microcosmosuri. Din cauza distributiei
inegale a populatiilor bacteriene si a structurii nemiscibile a hidrocarburii folosite Tn experimente
s-au utilizat dispersanti (NACOL C) pentru a facilita distribuirea lor in campul microscopic
astfel Tncét sa se poata realiza numaratori la microscop mult mai facil si eliminand astfel aparitia
unor erori cum ar fi neluarea in calcul a gruparii unor populatii bacteriene. (Buesing , 2002,

Lunau si colab. 2005.) si pentru facilizarea accesului bacteriilor la hidrocarbura.

Identificarea bacteriilor hidrcarbon oxidante se poate realiza prin studierea:caracterelor de
cultura, modul de crestere a bacteriilor supuse identificarii, forma coloniilor, cresterea lor pe
medii selective si caracterele morfoctintoriale prin coloratia Gram si in functie de rezultatul

obtinut se realizeaza identificarile biochmice ce conduc spre identificarea speciei izolate.

Testarea sensibilitatii la antibiotice specifice a bacteriilor hidrocarbon oxidante. Se poate
realiza prin metoda difuzimetrica Kirby-Bauer sau/si prin metoda microdilutiilor (MIC).(CLSI
2017).
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CAPITOLUL 1. Dinamica densititii celulelor microbiene 1in
microcosmosuri marine suplimentate cu motorina si dispersant-Nacol C-

EXPERIMENT 1.

Avand 1n vedere datele din literatura de specialitate, cu privire la dinamica bacteriena in
microcosmosurile poluate cu benzina protist-free (Ardelean et al., 2009a; Ghita, 2010; Va'zquez
et al., 2005; Sherr., 2002, Shata., 2011), scopul unui prim experiment a fost de masurarea in
timp a evolutiei numarului de celule bacteriene in microcosmosurile lipsite de protiste-inclusiv
bacteriovore-obtinute prin filtarea apei de mare filtru cu pori de 0,45 pum , suplimentate cu
motorind si agent de dispersie (NacolC), in comparatie cu microcosmosurile control
nesuplimentate.

Probele de apa au fost colectate 1n sticle sterile din Marea Neagra (portul maritim Tomis
la 0 adancime de 0,5 m; 44° 10 '42" N, 28° 39' 36" E), care a fost folosite pentru configurarea
microcosmosurilor in flacoane de polietilena transparente. Microcosmosurile au fost mentinute
la temperatura camerei n intuneric.

Pentru a monitoriza schimbarile in densitatea celulara bacteriena din micrococsmosurile
libere de  bacteriovori, comunitatile bacteriene au fost obtinute prin filtrarea apei de mare
printr-un filtru steril de 0,45 um (Millipore) cu ajutorul dispozitivului de filtrare vidat, pentru a
evita includerea nanoflagelatelor / heterotrofelor protiste in filtrat.  (Jirgens et al., 2000; Sherr et
al., 1999, 2002; Vasques- Domninques et al., 2005, Sherr., 2002,)

Excluderea nanoflagelatelor heterotrofe (precum si a bacteriovorilor sau eucariotelor) din
aceste microcosmosuri permite masurarea numarului total de celule, atunci cand celulele
procariote nu sunt consumate de microorganisme ca bacteriovorii. Acest lucru este neobignuit
pentru populatiile din bacterioplancton Tn mediul natural, dar permite simplificarea obiectului de
studiu, pentru a intelege mai bine interactiunea dintre un numar mai mic de factori. Cu toate
acestea, trebuie mentionat faptul ca filtrarea cu 0.45mm determina excluderea din comunitatea
microbiana a bacteriilor mai mari, care sunt, in general, n stare metabolica buna. (Vasques-

Domninques et al., 2005).
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Montarea microcosmosurilor

Pentru montarea microcosmosurilor s-a folosit dispersant NACOL C, un amestec de
solventi organici si anorganici, agenti tensioactivi neionici etc, a fost diluat de 10.000 de ori in
filtrat - apa de mare.

Variantele experimentale au fost: M1- apa de mare filtrata - control, fara nici o adaugare
s1 M2-control suplimentat cu dispersant (1/10.000) si motorina (1% g/ v) (veche de 15 ani).

Avantajele folosirii microcosmosurilor ca modele experimentale in laborator, permite
controlul parametrilor experimentali, cum ar fi: temperatura, absenta sau prezenta bacteriovorilor,
concentratia poluantului si / sau a nutrientilor. Acest control permite o interpretare mai usoara a
rezultatelor obtinute in microcosmosuri, comparativ cu cele din mediul natural si ofera o baza
mai usoarain intelegerea interactiuni diferitilor factori din mediul natural. Pe de alta parte, exista
unele dezavantaje: in comparatie cu mediul natural, microcosmosul este un sistem simplificat, iar
rezultatele astfel obtinute nu pot fi extrapolate per se. In plus microcosmosul nu riméane acelasi
pe tot parcursul experimentului si evolutia in timp a microbiotei este, de asemenea, diferitd de cea
care apare in mediul natural.

In figura 1.1. sunt prezentate imagini reprezentive din cele 20 de capuri inspectate ale
microbiotei marine de la probele prelevate in momente diferite pe parcursul experimentului, de la
M1 (de control) si M2, 1a TO, T1 (3 zile), T2 (7 zile), T3 (17 zile), T4 (23 zile) , TS (38 zile) si T6
(52 zile).

M1-11.5.2012 M2-11.5.2012

Fig.1.1. Microbiota marind din probele prelevate la: TO, T1, T2, T3, T4, T5, T6 de la M1 (de control) si M2
(microcosmos suplimentat cu motorina 1% si agent de dispersie Nacol.(Se poate observa cé in prezenta
dispersantului si motorinei (M2), densitatile celulare sunt mai mari decat in control (M1), iar celulele de control

sunt mai mari decét cele cultivate in prezenta dispersant si motorina (M2).
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Au fost calculate pe baza enumerarii manuale a bacteriilor de la fiecare timp de prelevare
(a se vedea materiale si metode) densititile celulare. In figura 1.2 si 1.3 se poate vedea dinamica
densitati celulelor din M1 si M2. Enumerarea celulelor a fost efectuatd manual sau cu ajutorul
unei analize de imagine automata (software CellC), iar software-ul de semi analiza a imaginii
automatizate (DotCount).

M1-control

15000
13000 K 2
11000
3000

",
7000 / LN 4
5000 4 '__—_______{ ,---""'._'_=._

000 —
1000

0 days 3 7 i) 23 38 32

#=Manual W CellC 5= DotCount

Fig. 1.2. Dinamica densitatii celulelor microbiene din M1 enumerate manual gi cu ajutorul analizei de imagine
automate, respectiv semi automata (CellC si DotCount)-valorile inscrise pe ordonata reprezinta numar de celule

bacteriene cuantificate.

In legituri cu evolutia in timp a microbiotei in microcosmosul control (M1) se poate
observa (figura 1.2), cd exista o foarte bund corespondenta intre numadrul de celule numarate
manual si a numarului de celule numarate semi automat (software DotCount), acelasi lucru este
valabil si pentru calcularea realizata prin analiza de imagine automatd (software CellC), cu
exceptia celei dea treia probe si intr-o mai mica masura la ultima probd. Aceste diferente se
datoreaza calitdtii inferioare a imaginilor si a densitétilor celulare foarte mari.

In legituri cu de evolutia in timp a microbiotei din microcosmosul suplimentat cu
dispersant si motorind (M 2) se poate observa (figura 1.3) ca existd o foarte buna corespondenta
intre numdrul de celule numdrate manual si  numdrulde celule numarate  semi -
utomat(DotCount), ca si in cazul controlului (figura 1.2). Cu toate acestea, cu exceptia timpului
zero, exista diferente mari intre numarul de celule numarate manual sau semi-automat

(DotCount) si rezultatele obtinute folosind analiza automata de imagine. Aceste diferente ar putea
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fi determinate / cauzate de densitatile celulare mai mari gasite In M2, asa cum se vede in figura
1.1, facand dificila diferentierea intre organismele bacteriene si fundal.

Luand in considerare aceste rezultate, se presupune cd numdrarea manuald si semi-
automata ofera o mai buna cuantificare a densitéti celulare decat analiza automata de imagine, in

aceste experimente.

M2
360000
310000
260000 Z = —
210000 /\___ = -
160000 — SEEE e
110000 AIW/
60000
10000
0days 3 7 17 23 38 52

#=Manual 4 CellC DotCount

Fig. 1.3 Dinamica densitétii celulelor in M2 enumerate manual si cu ajutorul analizei automate,respectiv semi
automata de imagine (CellC si DotCount)- valorile inscrise pe ordonata reprezinta numar de celule bacteriene

cuantificate.
Pentru a avea o vedere mai bunda asupra dinamicii microorganismelor n ambele
microcosmosuri, in figura 1.6 sunt prezentate rezultatele privind lungimea celulelor impreuna cu

valorile de deviatie standard (tabelul 1.2).

25
& E
> = -
= =
S .
) 1.5
o] -g —e—N\{1
— 2
3 S )
()]
© 0s
©
(]
£ 0
oo 0 3 7 17 23 38 52
C
3 .
3 zile

Fig. 1.6 . Evolutia lungimilor celulelor in control (M1) si in prezenta atat a motorinei cat si a dispersantului

(M2) Dupa cum se poate vedea lungimea celulelor este mai mare in control decat in M2.
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Aceste diferente de marime ale celulelor ar putea fi legate de prezenta dispersantului
(Nacol C, un produs biodegradabil) si a motorinei, care ar putea fi folosite ca sursa de carbon de

catre microflora endogenad sustinand astfel cresterea celulara si multiplicare.

CONCLUZIE CAPITOL I.
Rezultatele arata ca in prezenta dispersantului si motorinei densitatile celulare sunt
mai mari decat la martor , ale carui celule au dimensiuni mai mari decéat cele cultivate Tn

prezenta dispersantului si a motorinei .

CAPITOLUL Il -Selectarea concentratiilor optime de nutrienti, dispersanti si
motorina pentru maximalizarea metabolismului energetic al populatiilor
bacteriene marine cuantificat prin reducerea resazurine in experimente tip
microplaci-EXPERIMENT 2.

Ulterior s-a realizat un al doilea screening prin utilizarea microplacilor. S -au folosit mai
multe variabile: concentratia de dispersant, cantitatea de motorina si nutrient organic / anorganic.
Pentru urmarirea multiplicarii celulare si a intensitatii metabolismului energetic al microbiotei

marine, s-a urmarit rata de reducere a resazurinei.
Punerea in evidenta a activitatii metabolice bacteriene cu ajutorul resazurinei.

Determinarea cantitativa a reducerii resazurinei. Datele obtinute pentru fiecare godeu (ng

resazurina redusa/ godeu) sunt reprezentate in figura 2.3.
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ng resazurina redusa

ng resazurina redusa / ora- ng resazurini redusa / ora-
dispersant 1/1000 dispersant 1/1000
14 14

12

]

3 10

<

£ 8

5

E 6

g

w 4

=
0 -

1+2 5+6 9+10 3+4 7+8 11+12

Cresterea si multiplicarea microorgansimelor in microplaci. Cresterea si

Fig.2.3. Cantitatea de resazurina redusa per ora in godeurile 1-12.

multiplicarea celulara a fost mult mai lenta pentru experimentele din screening-ul 2.

ng resazurina redusa

ng resazurina redusa / ori-raportaté la DO ng resazurini redusd / ord-raportata la DO
mA
160.0 B 140.0
140.0 C % 1200
B
1200 o £ 1000
100.0 £ 800
80.0 F 5
60.0 G E 60.0
40.0 4+— H Ejn 40.0
20.0 £ 20.0 1
0.0 - 0.0 -
1+2 5+6 9+10 3+4 coloanZ+8 11+12
coloana

Fig.2.4. Intensitatea reducerii resazurinei ng resazurina redusa / ora//DO

Se poate observa o cantitate mai mare de resazurina redusa in coloanele cu o cantitate de 20uL de motorina. (1-2, 3-

4), mai mica. Activitate intensa in sirul martor H -1-12 care nu contine motorina, are dispersant si

+ acetat de amoniut+ mediul yeast peptona.
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ng resazurin/min/Do
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Fig.2.5. Intensitatea reducerii resazurinei ng resazurina redusa / ora//DO.

CONCLUZII CAPITOL ILI.

Rezultatele acestui capitol sugereazd urmdtoarele variante optime din punct de vedere al

celor trei variabile:

Variabila motorina:

cantitate optimd este de 20uL (10%) de motorina.
Variabila dispersant:

cantitate optimd de dispersant (1/1000).

CAPITOLUL 3- Selectarea concentratiilor optime de nutrienti pentru
maximalizarea metabolismului energetic al populatiilor bacteriene marine
cuantificat prin reducerea resazurineiin experimente tip microcosmosuri la
15 ° C-EXPERIMENT 3.

Acest screening a fost realizat in scopul selectarii variantelor optime pentru:
concentratia optima de nutrienti, agent de dispersie si motorind pentru stimularea cresterii
microbiene si activitatea metabolicd (prin reducerea resazurinei). (Ardelean et al, 20009;.
Ghita, 2010, 2011, 2012; Popoviciu, 2011; Manea si Ardelean, 2013; Manea et al., 2013) si

relatia dintre rata activitatii metabolice si consumul de motorind al microbiotei marine
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endogene incubate la 15°C in comunititile bacteriene- lispsite de protiste (apid de mare
filtrata prin filtru cu pori de 0,45 pm).

Au fost montate 5 microcosmosuri in flacoane din sticla transparentd cu: 200 ml de
apa de mare filtrata cu diferite cantitati de nutrienti organici (1/10 yeast- mediu peptond) si
substante nutritive anorganice ( acetat de amoniu si fosfat de amoniu 0,5%), motorina (10%)
si s-a adaugat dispersant (Nacol C-1/ 1000), asa cum este prezentat in figura 1 A si B.

Cele cinci microcosmosuri au fost apoi incubate la 15 ° C in intuneric. Au fost colectate
esantioane in mod periodic din fiecare microcosmos pentru a determina: activitatea

metabolica (reducerea resazurinei) si a consumului de motorina.

Tabelul 3.1. Protocol de lucru experiment 3-continutul fiecdrui microcosmos.

Microcosmos 200 pl apad de mare ~ Motorina Dispersant Acetat de amoniu si Yeast petone
filtratd prin pori filtrata 1/1000 Fosfat de amoniu 150 pl
0,45 pm 0,5%
M1 X
M2 X X
M3 X X X
M4 X X X X
M5 X X X X X

111.2. REZULTATE SIDISCUTII

In tabelul 3.1 sunt prezentate rezultatele in ceea ce priveste rata de reducere a
resazurinei, (exprimat in ng resazurina / ord / godeu) din timpul experimentului de catre
microbiota nativa din cele 5 tipuri de microcosmosuri.

Dupa cum se poate vedea, rata este mai micd in control (M1), in comparatie cu
microcosmul cu nutrienti anorganici  adaugati (M3-M5), sugerand ca nutrienti anorganici
sustin cresterea activitdtii metabolice a microbiotei endogene marine. Aceasta crestere este
in concordantd cu datele din literatura de specialitate (Fuhrman , 1980, Atlas, 1981, Lewis,
2001, Cohen, 2002; Van Hamme et al, 2003;. Molina-Barahona et al, 2004, Munn, 2004 Cap
et al, 2006;. Ducklow, 2008; Gasol 2008; Kirchman 2008, Kempf, 2010; Shata 2011; Enon si
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colab, 2011;. si Popoviciu , 2011; Uzoigwe si colab, 2012 .; Ardelean si colab.,. 2009, Ghita ,
2010, 2011, 2012, Manea, 2013;. Manea et al, 2013).

Cand vine vorba de adaugarea de motorind, situatia meritd o atentie suplimentara.

In M2, in care a fost adaugata doar motorind cu apa de mare, rata de reducere a
resazurinei, este mai micd in comparatie cu controlul (M1) , aceasta sugereaza ca poluantul
(motorina) determind o scadere a intensitatii activitdtii metabolice a microbiotei marin
endogene, datele rezultate sunt in acord cu rezultatele anterioare raportate (Atlas, 1981,
Venkateswaran et al., 1995; Habe , 2003; Zhang et al., 2010; Manea , 2013; Manea et al.,
2013).

75 ———ngresazurinaredusa per-h
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1,5

1,0

0,5

0,0 -
A B C D E F G H
M1 u M2 M3 u M4 M5

Fig. 3.3. Evolutia activitatii metabolice in timp (masurate in ng/resazurina/ ora/godeu) a microbiotei endogene
din microcosmosurile cu apa filtrata suplimentate cu  dispersant (Nacol C), motorina, nutrienti anorganici si

organici.

Rezultate similare au fost obtinute in prezenta atat a motorinei si a dispersantului (M3),
in acord cu rezultatele noastre anterioare in ceea ce priveste absenta toxicitatii acestui agent de
dispersie la aceasta concentratie scazuta (Manea et al, 2013.). adaugarea de substantd nutritiva
anorganica (atat acetat de amoniu si fosfat de amoniu 0,5%) pentru a M4 creste foarte mult
viteza de reducere a resazurinei comparativ cu rata masurata in absenta lor (M1-M3); Tn plus
adaugarea de substanta nutritiva organica in M5 sustine o ratd de reducere resazurinei de 2-3
ori mai mare in M5 comparativ cu ratele masurate fara supliment organic (M4). Toate aceste

rezultate sunt in acord cu rapoartele din literatura de specialitate (Atlas, 1981;. Zhang et al,
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2010), ceea ce sugereaza faptul ca concentratiile de nutrienti anorganici si organici, In mediile

marine nepoluate sunt in concentratii limitate (Karl, 2005; Costello si colab, 2010).

ng resazurina redusa per h/DO

Fig. 3.4. Estimarea consumului de motorina in timp de catre microbiota endogena din
microcosmosurile cu apa filtrata suplimentate cu  dispersant (Nacol C), motorina, nutrienti anorganici si

organici prin reducerea resazurinei.

4,0
3,5

3,0
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L5 tI m14
1,0

0,5 m 35
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M1 M2 M3 M4 M5

microscosmos

g motorind consumata

Fig.3.5. Evolutia in timp a consumului de motorind —se poate observa cantitatea de motorina

consumata din cea initiala de 10 g (10%).

Adaugarea dispersantului (M3), creste consumul de motorina de 1,5 ori mai mult, in
comparatie cu M1, in cazul in care numai motorina a fost addugatd in apa de mare filtrata.
Aceste rezultate sunt In acord cu utilizarea diferitelor tipuri de dispersanti (non toxic la
concentratia de lucru) pentru a spori interactiunile complexe dintre celulele microbiene si
hidrocarburile din petrol, sustinand astfel o ratd crescuta a consumului de poluant (Atlas,
1981; Lewis, 2001; Cohen, 2002; Van Hamme et al, 2003, Molina-Barahona et al, 2004;. Cap
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et al, 2006;. Kempf, 2010; Shata 2011; Uzoigwe si colab, 2012;. Manea , 2013; Manea et al.,
2013).

Asa cum se arata in figura 3.6., in absenta motorinei (M1), se potobserva procariotele
izolate, colorate cu acridin orange (Ghita si Ardelean, 2010), in timp ce in prezenta motorinei,
celulele incep sa se agrege (M2) 1in plus, in prezenta dispersantului (M3-M5) se poate vedea
micro-vezicule cu diferite dimensiuni, cu bacterii la suprafata si, cele mai mari, adevarate
micro bioreactoare, care contin 1n interiorul lor populatii dense de bacterii ; Aceastd dispunere
spatiald a bacteriilor la nivelul micro-vezicule imbunétateste contactul fizic dintre celule si
motorind, si consumul bacterian (Lewis, 2001; Cohen, 2002; Van Hamme et al, 2003;.
Molina-Barahona et al, 2004; Cap et al, 2006;. Kempf, 2010; Shata 2011;. Uzoigwe et al,
2012).

Fig 3.6. Distributia spatiala a celulelor bacteriene Tn prezenta motorinei si Tn absenta dispersantului si a
nutrientilor (M1) siin prezenta dispersantului, a motorinei si a nutrientilor ( M5). —se poate observa distributia
bacteriilor care adera la picaturile de motorind, densitatea bacteriand fiind mai mare in prezenta dispesantului
(M5) aparand si picaturile de motorind dispersate In masa de apa in prezenta dispersantului- coloratie Acridine

Orange (AO).

Dupa cum se arata, consumul de motorind este usor imbunatatit (de 1,5 ori) prin
adaugarea dispersantului (M3, M4, M5) comparativ cu M2 si M1, dar nutrienti organici si /
sau anorganici adaugati nu au un efect asupra consumului de motorina, valorile obtinute fiind
in nivelul de deviatie standard. Cu toate acestea, cresterea consumului de motorina (de 1,5

ori), este cu mult mai micd In comparatie cu cresterea ratelor de reducere a resazurinei (de 10
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ori sau mai mult), ceea ce sugereaza cd, In experimentele noastre, adaosurile de nutrienti

anorganici si organici au un efect pozitiv limitat privind consumul de motorina.

CONCLUZII CAPITOL I11.

Rata de reducere a resazurinei este mai mica in godeurile farda nutrienti in
comparatie cu microcosmosurile cu nutrienti anorganici adaugati .

Tn microscosmosul in care a fost adaugati doar motorind, rata de reducere a
resazurinei este mai micd in comparatie cu controlul.

Addugarea de substantd nutritivia anorganicd creste foarte mult viteza de reducere
a resazurinei, in plus adaugarea de substantd nutritivda organicd sustine o ratd de reducere
resazurinei de 2-3 ori mai mare comparativ cu ratele mdsurate fiard supliment organic .

Consumul de motorina este imbunatditit (de 1,5 ori) prin addugarea dispersantului.
Adaugarea de nutrientii organici $i / sau anorganici nu au un efect asupra consumului de

motorind.

CAPITOLUL IV- Consumul de motorina Tn experimente tip

microcosmosuri pe termen lung (15 luni) cu aditie continua de nutrienti

anorganici- EXPERIMENT 4.

Tn continuarea experimentelor prezentate in capitolele anterioare, experimentele din

acest capitol aduc ca elemente de noutate: monitorizarea pe termen lung a consumului de

motorind si a activitdtii metabolice a microbiotei marine edogene, in conditiile suplimentarii

periodice cu nurienti anorganici pe baza de azot si fosfor, in mod discontinuu ti in cantitati
mici, pentru a preveni inhibarea metabolismului microbiotei endogene oligotrofe.(Atlas, 1981,
Floodgate, 1984., Choi, 2002., Kim, 2005., Brusseau, 1998., Atlas, 1981, Chaillan,
2006).

Au fost montate 10 microcosmosuri n 5 flacoane din sticla transparenta cu dop
VERDE (180 ml de apa de mare filtratd) si 5 cu dop NEGRU (180 ml de apd de mare
nefiltratd) : cu diferite cantitati de nutrienti organici (uree) si substante nutritive anorganice

( fosfat monopotasic), motorina (1/10) si s-a adaugat dispersant (Nacol C-1/1000) .
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APA NEFILTRATA (grup I):

1. s-au adaugat cate 200 ml apa de mare nefiltratd 1in toate cele 5 sticle.

2 s-au scos cate 20 ml apa de mare din M1------- M3.

3 s-au adaugat cate 10 ml de motorina filtratd in M1------- M3.

4. s-a adaugat cate 10 ml dispersant din solutia stoc de 1/50 dispersant in M3 a,b,c.
5 s-a adaugat 20ml formol tamponat sol stoc 10X in -180 ml microcosmos M2.

APA FILTRATA (grup I1):

1. s-au adaugat cate 200 ml apa de mare filtrata 1n toate cele 5 sticle.

2 s-au scos cate 20 ml apa de mare din M1------- M3.

3 s-au adaugat cate 10 ml de motorina filtratd in M1------- M3.

4, s-a adaugat cate 10 ml dispersant din solutia stoc de 1/50 dispersant in M3 a,b,c.
5

s-a adaugat 20ml formol tamponat sol stoc 10X in -180 ml microcosmos M2.

Figura 4.1. Microcosmosurile din GRUPUL | (stanga) si GRUPUL |1 (dreapta)—
experiment montat in 5 .5. 2015.

Cele zece microcosmosuri au fost incubate la 15 ° C n intuneric. Au fost colectate
esantioane in mod periodic din fiecare microcosmos pentru a determina: activitatea

metabolica (reducerea resazurinei) si a consumului de motorina.
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IV.2. REZULTATE SIDISCUTII

In urma centralizirii datelor obtinute in decursul celor 7 luni in care s-au
efectuat determinari ale activitatii de reducere a resazurinei ca marker al activitatii metabolice
a microorganismelor din microcosmosuri. (figurile 4.5 si 4.4), s-a putut observa o rata de
reducere a resazurinei mai micd in control (M1 si M2), in comparatie cu microcosmul cu
nutrienti organici in diferite proportii adaugati (M3 a, b si ¢), sugerand ca nutrientii sustin
cresterea  activitatii metabolice a microbiotei endogene marine. Aceasta crestere este in
concordanta cu datele din literatura de specialitate (Fuhrman , 1980, Atlas, 1981, Lewis, 2001,
Cohen, 2002; Van Hamme et al, 2003;. Molina-Barahona et al, 2004, Munn, 2004 Cap et al,
2006;. Ducklow, 2008; Gasol 2008; Kirchman 2008, Kempf, 2010; Shata 2011; Enon si colab,
2011;. si Popoviciu Ardelean, 2011; Uzoigwe si colab, 2012 .; Ardelean si colab., 2009,
Ghita, 2010, 2011, 2012, Manea, 2013;. Manea si colab, 2013).

nefiltrat
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Figura4.4. Evolutia activititii metabolice timp de 7 luni a microbiotei endogene din
microcosmosurile cu apa nefiltrata, suplimentate cu dispersant (Nacol C), motorina, nutrienti anorganici si

organici.
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Figura 4.5. Evolutia activitatii metabolice in timp de 7 luni a microbiotei endogene din

microcosmosurile cu apa filtrata suplimentate cu dispersant (Nacol C), motorina, nutrienti anorganici si organici .

Dar se poate observa si o inhibare a ratei de reducere a resazurinei in microcosmosurile
Cu o cantitate mai mare de nutrienti organici (M 3a, M3b) spre deosebire de cel in care
cantitatea este mai mica (M3c). Aceasta crestere este in concordanta cu datele din literatura
de specialitate ( Atlas, 1985.) care confirma faptul ca nutrientii sunt necesari procesului de
biodegradare, dar pot devenii Tn anumite concentreatii factori limitanti.

Se poate observa o cresterea activitatii metabolice a microbiotei endogene marine in
microcosmosul M3c cu o cantitate mai mica de nutrient organic 1,08g/200ml, fata de
2,179/200ml in M3a si 3,259/200ml in M3b. Toate aceste rezultate sunt Tn acord cu literatura
de specialitate (Atlas, 1985; Venkateswaran si colab, 1995;. Habe, 2003;. Zhang si colab,
2010), ceea ce confirma faptul ca nutrientii sunt necesari procesului de biodegradare, dar pot
devenii In anumite concentreatii factori limitanti.

Insa concentratiile de nutrienti anorganici si organici, in mediile marine nepoluate sunt
in concentratii limitate (De Lungi 2005; Costello si colab, 2010;.. Liu si colab, 2010) ceea ce
sugereaza cd augmentarea cu nutrienti poate ajuta procesul de bioremediere accelerandu-I.

Consumul de motorind in cele 10 microcosmosuri este ilustrat in figura 4.6
urmitor ca diferenta intre concentratia initiala si cea de la finalul experimentului

(metoda gravimetrica) .
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Fig 4.6. Cantitatile de motorind ramase in microcosmosuri la finalul experimentului-ca diferenta intre

concentratia initiala si ce finala (iulie 2016). Se poate observa consum mai mare in microcosmosul M3c, cu o

cantitatea de nutrienti mai mica fata de cei cu concentratii mai mari (M 3a, M3b).

In urma efectudrii dozarii consumului de motorind prin metoda gravimetrica s- a
putut pune Tn evidentd o scadere a cantitatii de hidrocarbura Tn microcosmusul suplimentat
cu cantitati de nutrienti in cantitati moderate (M3c) fata de cei cu concentratii mai mari (M 3a,
M3b).

Cuantificarea bacteriilor hidro -carbon oxidante in microcosmosurile suplimentate cu
nutrienti. Numarul de colonii numarate pe placile insamantate in data de 30.9.2016 la

148 zile de la demararea experimentului sunt prezentate in tabelul 4.6.
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Figura 4.7. Numar de UFC hidrocarbon oxidante numarate la 148 de zile.

de la demararea experimentului..
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Figura 4.8.Colonii izolate din microcosmosurile M3b filtrat (jos) si nefiltrat (sus).
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Figura4.10.  Numar de UFC hidrocarbon oxidante numarate la 305 de zile

de la demararea experimentului..

In urma selectarii bacteriilor hidrocarbon- oxidante in microcosmosurile suplimentate
cu nutrienti. S-a putut observa o scadere previzibild a densitatii coloniilor viabile in faza a II-
a. In urma efectudrii numararilor de colonii s-a putut observa o diversitate a coloniilor pentru

microcosmosurile nefiltrate mai mare decat la cel filtrat.
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CONCLUZII CAPITOL IV.

In experimente tip microcosmos de durati lungi ( 15 luni), adaugarea discontinudi
de nutrienti azot si fosfor a condus la consumarea unei cantitati mai mari de motorind,
comparativ cu microcosurile martor atit la microcosmosurile cu apd de mare filtrata cat si
la cele cu apa de mare nefiltrata;

Densitatea celulelor hidro-carbon oxidante este mai mare din microcosmosuri cu
aditie de nutrienti anorganici , comparativ cu microcosmosul martor atit la

microcosmosurile cu apd de mare filtrata cdt si la cele cu apa de mare nefiltrata;

CAPITOLUL V - IZOLAREA, SELECTAREA SI IDENTIFICAREA
UNOR BACTERII HIDRCARBON OXIDANTE.

In urma analizarii caracterelor de culturd, a frotiurilor GRAM au putut fi identificate
doua tipuri morfologice:
tipul 1- Pe mediul Columbia agar cu 5 % sange de berbec -colonii circulare, convexe de tip S,
cu margini intregi.
Diametrul coloniilor 1-1,5 mm la 24 h la 37°C.si 3,0-3,5 mm la 48h la 28°C.
Fara hemoliza. Fara motilitate. ( fig.5.1)
Pe mediul MacConkey —crestere buni la 24h la 37°C.si 3,0-3,5 mm la 48h la 28°C. colonii
lactozo-negative. ( fig.5.1)

Figura_5.1. coloniile tipului morfologic 1 izolat din microcosmosuri.
(stanga-COS, dreapta MC)
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Identificare —Galerii REMEL. Conform identificarii efectuate cu ajutorul trusei REMEL in

proportie de 99% , specia tipului 1 identificatd apartine genului Acinetobacter.

Identificare —MEDIlI POLITROPE. Conform identificarii efectuate cu ajutorul testelor
biochimice individuale si interpretate cu softul ABIS online  1n proportie de aprox. 92% ,

specia identificata este Acinetobacter Iwoffii.

Genul Acinetobacter, izolat in experimentele noastre reprezinta un grup de bacterii

Gram-negative, imobile, nefermentative si oxidazd negativ  apartinand familiei

Moraxellaceae. Speciile de Acinetobacter sunt capabile sa supravietuiasca pe diverse

suprafete (atat umede si uscate). Aceste bacterii au rezistenta intrinseca la multe clase de
antibiotice. Conform Gerischer _Acinetobacter este o bacterie potrivita exploatarii in scopuri
biotehnologice. (Gerischer. , 2008).

Genul Acinetobacter face parte alaturi de genul Pseudomonas din
Ordinul  Pseudomonadales. ambele genuri cuprind specii nefermentative, implicate n

bioremediere, ubiquitare. Pseudomonas aeruginosa reprezinta o bacterie care poate tolera

solventii organici datoritd mecanismelor metabolice ce le permit dezvoltarea lor in diverse

ecosisteme, inclusiv cele putenic poluate. (Lazaroaie, 2010, . 2009,Stancu. MM, 2011).

CONCLUZII CAPITOL V.
S-au izolat, purificat si identificat din experimentul IV la nivel de gen o tulpind
de Acinetobacter sp. si o tulpina Bacillus sp.
Tulpina identificata la nivel de gen a putut fi indentificatd in proportie de aprox.

92% la nivel de specie ca Acinetobacter Iwoffii.
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CAPITOLUL VI — TESTAREA SENSIBILITATII LA ANTIBIOTICE SPECIFICE A
BACTERIILOR HIDRCARBON OXIDANTE IZOLATE.

Dupa incubare, plicile au fost examinate vizual pentru prezenta sau absenta unei
cresterii bacteriene, astfel lipsa de crestere a fost inregistratd ca rezistenta, in timp ce
cresterea bacteriana inregistrata ca fiind susceptibilitate..

S-a putut pune in evidentd rezistenta tulpinii izolate la clasa de cefalosporine,
carbapeneme si beta-lactamaze. (tabel 6.1). datele obtinute fiind conform literaturii de
sspecilitate, astfel conform Gupta. testele de verificare a susceptibilitatii la antibiotice a
izolatelor de Acinetobacter sp. au aratat rezistentd fata de piperacillin (55%), ceftriaxone
(46%), ceftazidime (46%), cefepime (44%), cefotaxime (43%), amikacin  (42%) si
imipenem (22%). (Gupta, 2015).

In acelasi timp s-a putut observa lipsa de rezistenta la clasa: Aminoglycosides:
Trimethoprim + sulfamethoxazole, Quinolones si Tetracyclines. Datele obtinute sunt n
concordantd cu datele din literatura, conform Sharma, 2016. izolatele bacteriene din
deversarile petroliere sunt rezistente in numar destul de mare la ampiciline 12/28, peniciline
10/28 si doar 1/28 rezistente la tentracicline, ceea ce sugereaza ca acest agent antimicrobian
ar fi destul de eficicace. (Sharma, 2016 ).

Din cauza rezistentei la cefalosporine si carbapeneme, tulpina a fost testatd pentru
productia de ESBL si Carbapemenaza. Testele fiind negative. (fig. 6.1), ceea ce ar putea
explica existenta altor mecanisme ce pot produce rezistenta tulpinii la anumite clase de
antibiotice si susceptibilitatea sa la altele; mecanismele acestea ar putea fi conform literarturii
de specialitate: activarea sau/si inactivarea unor pompe de eflux de la nivelul peretelui celular.
( Stancu. MM, Grifoll. M, 2011., Lazaroaie, 2010, .2009.,Poole, 2001, 2005 ).

De asemenea speciile de Acinetobacter spp. lIzolate din probe medicale conform .

Abbott 2013. Prezinta in numar destul de mare rezistenta, astfel 39.63% din izolate au fost
multidrug rezistente ( la cel putin 2 sau 3 clase : penicillins, cephalosporins, aminoglycosides,

fluoroquinolones, and carbapenems). (Abbott .1, 2013., Gupta .N, 2015).
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Tabel 6.1. Antibiograma tulpinii hidrocarbon oxidanteizolateAcinetobacter lwoffii.
(se poate observa rezistenta tulpinii ca cefalosporine si carbapeneme, rezistenta intrinsecd confirmata la
amoxicillind-clavulanat)

Antibiotic Cotinut Clasa antibiotic ~ Diamete Incadrare Diameterul Incadrare
antibiotic rul citit: Conform cititn Conform
per disc CLSI prezenta CLSI
hidrocarbu
rii:
Tobramycin (10 ug),  Aminoglycosides 27 mm SENSIBIL 26 mm SENSIBIL

Trimethoprim + (1.25+23.  Inhibitor al caii 26 mm SENSIBIL 34 mm SENSIBIL
sulfamethoxazole 75 ng) folatului

Levofloxacin (5 ug) Quinolones 24 mm SENSIBIL 25 mm SENSIBIL
Ciprofloxacin (5 ng) Quinolones 26 mm SENSIBIL 25 mm SENSIBIL
Doxycicline (30 pg) Tetracyclines 20 mm SENSIBIL 25 mm SENSIBIL
Tetracycline (30 pg) Tetracyclines 16 mm SENSIBIL 26 mm SENSIBIL
Gentamicin (10 ug)  Aminoglycosides 15 mm SENSIBIL 15 mm SENSIBIL
Amikacin (30 ng)  Aminoglycosides  12mm  REZISTENT 15 mm REZISTENT
Piperacillin + (100+10 beta-Lactams 16 mm REZISTENT 24 mm SENSIBIL
Tazobactam ng)
Ampicillin + (10+10 beta-Lactams 0 mm REZISTENT 0 mm REZISTENT
Sulbactam ug)
Ceftazidime (30 pg) Cefalosporine 0 mm REZISTENT 0 mm REZISTENT
Cefepime (30 pg) Cefalosporine 0 mm REZISTENT 0 mm REZISTENT
Ceftriaxone (30 ug) Cefalosporine 0 mm REZISTENT 0 mm REZISTENT
Imipenem (10 png) Carbapenems 0 mm REZISTENT 0 mm REZISTENT
Meropenem (10 pg) Carbapenems 0 mm REZISTENT 0 mm REZISTENT
Piperacillin (100 pg) Penicillins 0 mm REZISTENT 0 mm REZISTENT

CONCLUZII CAPITOL VI.

Tulpina de Acinetobacter lwoffii..izolatid prezinta rezistenta la cefalosporine, beta-

lactame, carbapeneme, peniciline si sensibilitate la tetracicline, ginolone, aminoglicozide,
falsi metaboliti . in prezenta motorinei si in absenta ei.

Exceptii in prezenta motorinei : tulpina ea devenit sensibild pentru piperacillin-tazobactam,
iar pentru Doxycicline, Tetracycline, Trimethoprim + sulfamethoxazole tulpina a capdtat o

susceptibilitate mai mare exprimatd prin marirea diametrul citit.
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CAPITOLUL VII-CONCLUZII GENERALE

1.

Rezultatele arata ca in prezenta dispersantului si motorinei densitatile celulare sunt mai
mari decat la martor , ale carui celule au dimensiuni mai mari decét cele cultivate n
prezenta dispersantului si a motorinei

Din punct de vedere al rtei reducerii resazurinei, concentratia optima de motorina este
de 10% iar cea de dispersant de 1/1000

Consumul de motorind este stimulat de 1,5 ori prin adaugarea dispersantului dar
adaugarea de nutrientii organici si / sau anorganici nu are efect asupra consumului de

motorina

In experimente tip microcosmos de durati lunga ( 15 luni), adaugarea discontinui de
nutrienti azot si fosfor a condus la consumarea unei cantititi mai mari de motorind,
comparativ cu microcosurile martor atat la microcosmosurile cu apa de mare filtrata
cat si la cele cu apa de mare nefiltrata;

Densitatea celulelor hidro-carbon oxidante este mai mare din microcosmosuri cu
aditie de nutrienti anorganici , comparativ cu microcosmosul martor atit la
microcosmosurile cu apd de mare filtrata cat si la cele cu apa de mare nefiltrata

S-au izolat, purificat si identificat din experimentul IV la nivel de gen o tulpinad de
Acinetobacter sp. si o tulpina Bacillus sp.

Tulpina identificata la nivel de gen a putut fi indentificatd in proportie de aprox. 92%

la nivel de specie ca Acinetobacter Iwoffii

Tulpina de Acinetobacter Iwoffii..izolatda prezinta rezistenta la cefalosporine, beta-

lactame,  carbapeneme, peniciline si sensibilitate la tetracicline, qinolone,
aminoglicozide, falsi metaboliti . in prezenta motorinei si in absenta ei.

Exceptii in prezenta motorinei : tulpina ea devenit sensibild pentru piperacillin-
tazobactam, iar pentru Doxycicline, Tetracycline, Trimethoprim + sulfamethoxazole
tulpina a capdtat o susceptibilitate mai mare exprimata prin marirea diametrul de

inhibitie determinat experimental.
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