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INTRODUCERE

Suprafetele imersate in mediul marin devin aproape imediat un suport propice pentru
atagarea unui strat de polimeri din mediu, fenomenul determindnd aderenta
microorganismelor §i formarea unor comunitati de microorganisme, alge si particule organice
(Parsek si Fuqua, 2004; Cho si colab., 2007).

Importanta subiectului constd in cuantificarea prezentei procariotelor in sisteme de tip
recipient prin determinarea numarului total de celule fixate pe substrat sau la nivelul
interfetei aer-lichid al celulelor moarte, cu membrana alterata structural si functional, si sub

efectul factorilor de mediu (temperatura, salinitate, nutrienti, poluanti si tipul de substrat).

CAPITOLUL I
PROCARIOTELE MARINE

In general, numirul procariotelor este maxim in regiunile litorale (mai ales in cele vecine
cu marile colectivitati urbane), in estuare si scade progresiv in zonele pelagice pe masura
indepartarii de tarm si odata cu adancimea (Zarma, 1963; 1965). Numarul acestora este, de
asemenea, crescut in zonele de ridicare a apelor reci de la adancime (upwelling zones) si in
primii centimetri ai sedimentelor marine unde pot ajunge la valori ridicate. Acesta scade mult
odatad cu profunzimea sedimentelor datorita anaerobiozei si lipsei nutrientilor din aceste zone
(Zarnea, 1994).

Microorganismele au un rol esential in ecosistemele marine avand un rol cheie in relatiile
trofice din acest tip de ecosisteme, ele reprezinta atat microorganismele (microbiota) care
descompun ,,zapada” marind, dar valorifica si substanta organica dizolvata si in acelasi timp
initiaza formarea epibiozelor (Sleigh, 1987; Zarnea, 1994).

Bacteriile marine cresc optim la concentratii saline intre 33-35 %o si nu se dezvolta sau se
dezvolta slab in absenta NaCl, sunt psichrotrofe sau psichrofile cu exceptia celor din apele
tropicale de suprafati. In functie de habitat sunt barofobe (la suprafata marii), barotolerante
sau barofile. Prezintd un pleomorfism accentuat determinat, probabil, de oligotrofie si de
efectele presiunilor hidrostatice cu valori ridicate. Cele mai multe (80% - 95%) sunt Gram
negative, mobile (75% - 85%), aerobe, facultativ anaerobe, iar cele din adancul sedimentelor

obligat anaerobe (Zarma, 1959"; Zarnea, 1994).
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CAPITOLUL 11
FACTORII DE MEDIU

a. Salinitatea

Mediile naturale ofera microorganismelor conditii foarte diferite de salinitate, de la cele cu
concentratii foarte mici (ape rauri si lacuri) pana la cele cu concentratii mari cum sunt lacurile
sdrate si marile sau chiar la cele care reprezinta adevarate solutii saturate (Zarnea, 1994).

Salinitatea este un factor variabil in mediul marin, microorganismele din centrul biofilmelor
fiind influentate de acesta in functie de gradul lor de tolerantd la concentratia de NaCl (

Stanley si Morita, 1968; Zarnea, 1994).

b. Temperatura

Cresterea si multiplicarea microorganismelor este rezultatul unei serii de reactii metabolice
coordonate a caror desfasurare normald este asiguratd de o temperaturd adecvatad (Zarnea,
1994; Eddlemann, 1998, Hinrichsen, 2011).

Efectul temperaturii asupra cresterii microorganismelor este corelat cu actiunea acesteia
asupra reactiilor lor enzimatice. Ca urmare, rata celor doud procese creste progresiv pe
masurd ce temperatura se ridica, pand atinge un nivel optim. Peste aceasta limita, viteza lor
scade, pana cand enzima este denaturatd de temperatura ridicatd (Zarnea, 1994; Hinrichsen,

2011).

c. Curentii
Au o deosebita importantd deoarece determind modificarea uneia dintre cele mai
importante proprietati ale ecosferei marine i anume relativa uniformitate a conditiilor de
mediu. Realizand, in functie de directia lor (verticald sau orizontald) si de nivelul la care apar
(suprafatd sau in regiunile profunde), amestecul unor mase importante de apa, ei produc si
amestecul nutrientilor, dar si o redistribuire a microbiotei (Zarnea, 1994; Lewandowski si
Stoodley, 1995).
In cazul biofilmelor prezenta curentilor influenteaza cantitatea de nutrienti accesibila
microorganismelor componente si faciliteazd schimburile dintre celule (Pedersen, 19827

Zarnea, 1994; Stepanovic si colab. , 2001).


http://www.brighthub.com/members/kingauthor.aspx
http://www.brighthub.com/members/kingauthor.aspx
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d. Raspunsul microorganismelor la absenta nutrientilor

1) Unele utilizeaza o perioadd limitatd de timp constituenti de rezerva celulari prin
metabolism endogen sau evolueaza spre stadii de latentd (spori, chisti etc.) sau alte forme
de supravietuire (Heukelekian si Heller, 1940; Zarnea, 1994; Hood si Zottola, 1997; Matz
si Jiirgens, 2003).

2) Cele mai multe specii continud cresterea cu o rata submaximala sau chiar minimala
(Penfold si Norris, 1912; Hagstrom si colab., 1984, Zarnea, 1994, Pomeroy si colab.,
2007).

e. Influenta interfetelor asupra microorganismelor

In mediile naturale, in conditiile fizico-chimice adecvate, orice suprafatd expusd unor
solutii apoase, care confin mici cantitafi de nutrienti este acoperitd de o peliculd de
microorganisme sub forma unui strat monocelular, a unor microcolonii sau biofilme
(Marshall, 1986, Zarnea, 1994).

Fenomenul a fost confirmat de numeroase observatii care au evidentiat acumularea si
chiar multiplicarea microorganismelor la nivelul de interfata, reprezentata de faza in care se
gdsesc microorganismele si suprafetele solide sau de altd natura (Marshall, 1986; Zarnea,

1994; James si colab, 1995).

CAPITOLUL III
PROCESUL DE ADERENTA AL PROCARIOTELOR

Procesul de aderenta prezinta o importantd fundamentald in biologie, mecanismele de fixare
ale procariotelor pe diferite suprafete, fiind o etapa prealabila necesara majoritatii proceselor
biologice, fiziologice sau patologice ale microorganismelor (Senet 1995, cit. Lazar, 2003).

Procariotele au unele dintre proprietatile particulelor coloidale, astfel ca aderenta lor la
diferite substraturi a fost studiatd experimental ca un fenomen fizico-chimic aplicind
principiile chimiei coloizilor, abordare oarecum simplistd pentru cd procariotele nu sunt
particule coloidale inerte, suprafata si proprietatiile lor modificandu-se in timp, in functie de
modificarile conditiilor de mediu. Fenomenul a fost studiat cel mai mult in conditiile unei
interfete solid-lichid (van Loosdrecht, 1990, cit. Zarnea, 1994; Marshall, 1992; Cooksey si
Wigglesworth-Cooksey, 1995; Moldoveanu, 2010c).
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CAPITOLUL IV
FORMAREA BIOFILMELOR

Faze de formare ale biofilmului:

1) Etapa de transport, respectiv de deplasare a microorganismelor din mediu la suprafata
substratului care, la randul sdu, se poate realiza prin trei mecanisme diferite (Lazar, 2003):

a) deplasarea prin difuziune - consecinta a miscarii browniene a celulelor, fiind prezenta in
conditiile de mediu linistit, ca si in cursul proceselor de sedimentare;

b) deplasarea prin curenti de convectie, asociatd cu circulatia lichidului in care sunt
suspendate procariotele si care asigurd un transport mai rapid decat modalitatea precedenta;

c) migcarea activa, cea mai rapida, poate determina fie contacte intdmplatoare, fie orientate
chemotactic, in cazul existentei unui gradient de concentratie intre cele doua interfete (Lazar,
2003; Freney, 2004) v. figura 3.1.

2) Etapa de aderenta initiala este reversibild, In sensul unei depuneri pe suprafata-suport, cu
mentinerea in continuare a miscarii browniene si flagelare si cu posibilitatea de indepartare, fie

prin propria lor mobilitate, fie prin agitare usoara (Lazar, 2003)

CAPITOLUL V
BACTERIONEUSTONUL

In mediul acvatic marin existd doua tipuri de interfete extrem de importante cea solid—
lichid unde se formeaza biofilmele clasice si cea aer—lichid unde se formeaza
bacterioneustonul (microstratul de suprafatd) (Zook, 1992; Henk, 2004; Agogué si colab.,
2004; Hakvéag si colab., 2008).

Interfata aer-lichid (IAL) este un mediu ubicvist care apare la suprafata oricarui tip de
ecosistem acvatic si reprezintd o nisa trofica pentru microorganisme. Astfel, orice intindere de
apa, fie ca este de dimensiuni mici sau mari, de tip natural sau creatd de om, are o IAL care se
formeaza intre atmosfera si hidrosfera (Goldacre, 1949; Garrett si Duce, 1980; Burchardt si
Marshall, 2003, Marshall si Burchardt, 2005). Prin aceasta interfata are loc un schimb dinamic

si permanent de gaze, apd si substante organice sau anorganice. De asemenea, la nivelul
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interfetei au loc o serie de procese cu rol in tranformarea energiei sau in formarea aerosolilor.
Proprietatile specifice ale moleculelor existente la acest nivel diferda de cele ale acelorasi
molecule 1n suspensie. Aceste proprietdti asigurd formarea tensiunii superficiale in

ecosistemele acvatice (Harvey, 1966; Parker si Barsom, 1970; Zaitsev, 1997; Henk, 2004).

SCOPUL SI OBIECTIVELE LUCRARII

Scopul acestei teze de doctorat il constituie studierea dinamicii formarii biofilmelor si a
bacterioneustonului de catre procariote marine in laborator (recipiente) in conditii controlate de
temperatura, salinitate sau incarcaturd organica.

Obiectivul 1: Dinamica numarului de celule din biofilme formate in conditii de recipient la
diferite temperaturi (6°C si 18°C) si diferite salinitati ( 5 g/L; 10 g/L si 15 g/L).

Obiectival 2: Dinamica numarului de celule din biofilme formate in conditii statice si
dinamice pe suprafete hidrofile sau hidrofobe.

Obiectivul 3: Dinamica numarului de celule si a tipurilor de celule/colonii din biofilme in
conditiile suplimentdrii apei de mare cu substante organice (aminoacizi, triptond, extract de
levura, glucoza, amidon).

Obiectivul 4: Dinamica numarului de celule din bacterioneustonul format in conditii de
recipient la diferite salinitati (5 g/L; 10 g/L; 15 g/L s1 25 g/L) si temperaturi (6°C; 18°C s1 23°C).

Obiectivul 5: Influenta substantelor organice (benzina si peptond) asupra dinamicii numarului

de celule din bacterioneustonul in conditiile din recipiente.

CAPITOLUL VI
MATERIALE SI METODE

6.1. Metode de obtinere a biofilmelor la nivelul interfetei lichid - solid

Sistemele de tip recipient sunt avantajoase datoritd faptul ca in interiorul lor pot fi
controlati anumiti parametri  (temperatura, salinitate, concentratia nutrientilor sau/si
poluantilor, fie si doar la Inceputul experimentului, etc.), realizdndu-se astfel modele
experimentale mai simplificate comparativ cu ecosistemul natural. Simplificarea permite, de
reguld, interpretarea mai clard a rezultatelor obtinute comparativ cu cele obtinute in mediul

natural.
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| RECIPIENTE (STATIC)

Metoda
Henrici

Recipient cu 4 lame
[T‘ suport

Figura 6.1 Recipiente cu apa de mare pentru formarea biofilmelor a) metoda Henrici adaptata (original); b)

metoda Henrici clasica (www.biofilmsonline.com, 2008).

Apa de mare nefiltratd reprezintd un mediu de culturd prielnic pentru biofilme datorita
pastrarii concentratiilor de substante organice si a bacteriovorilor care influenteaza formarea
biofilmelor marine si in conditii in situ.

Capacitatea recipientelor a fost intre 100 mL - 2 litri apa de mare, menginute la temperatura
camerei, in condifii constante sau variabile de temperatutura cu iluminare naturald pe o
perioada de la cateva zile pana la trei saptdmani, in care au fost analizate diferite variante
experimentale pentru studiul biofilmelor.

Tehnica Henrici constd 1n ancorarea in mediul natural sau in laborator a unor lame de sticla
sterile cu ajutorul unor cabluri in pozitie orizontald pentru a permite formarea biofilmelor pe
suprafata acestora (Henrici, 1933% 1933%) v. figura 6.1.

Lamele suport pentru bacteriile aderente au fost pozitionate oblic comparativ cu
pozitionarea din metoda clasica pentru a evita fenomenul de depunere, care determind aparitia
unor densitdfi crescute a procariotelor marine aderente (Harris, 1972; Pringle si Fletcher,
1983; Kumar si Prasad, 2006) v. figura 6.1.

Astfel, pentru realizarea unor experimente in conditii dinamice au fost folosite recipiente cu
circuitle pentru realizarea acestor conditii in vitro, potrivit modelului sugerat de Harsen si
colab. (2007). Am folosit cutii din PVC pentru depozitare cu capacitate de 15 L, la care s-au
atasat pompe de acvariu de 200 L/h care asigura circuitul continuu al apei pe suprafetele

experimentale.


http://www.biofilmsonline/
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In aceste recipiente cu circuit s-au utilizat 2,5 L de apa de mare, deasupra cirora au fost
pozitionate oblic cate 12 lame din sticla de microscopie fixate cu doua baghete din plastic,
situate pe un suport deasupra mediului de culturd. Lamele de sticld au fost in contact doar cu
apa de mare care percoleazd pe suprafata acestora, conform metodei recipientului si metodei
»pescuit microbian” ( Pedersen, 1982°, Hansen si Sgrensen, 2007; Burmglle si colab., 2007) v.
figura 6.2.

| RECIPIENTELE CU CIRCUIT (DINAMIC) |

Lame sterile in conditii

—l Realizarea unui recipient I—
de circuit continuu

Metoda
Recipientului
cu circuit

Pescuit microbian | 4

Figura 6.2. Obtinerea biofilmelor in conditii dinamice. a, d) schema realizarii recipiente cu circuit

(www.biofilmsonline.com, 2008) b, ¢) aspectul recipiente cu circuitlor utilizate in conditii de laborator

(original).

6.1.1 Formarea biofilmelor bacteriene sub influenta temperaturii si a salinitatii

Experimentul s-a realizat intr-o camera termostatatd la o temperatura constanta de 18°C in
Laboratorul de Investigare a Biodiversitatii din cadrul Universitatii Ovidius Constanta si intr-
un frigider la o temperaturd constanta de 6°C, utilizdndu-se 144 de lame de microscopie
sterilizate termic si introduse la timpul Ty in recipiente (Moldoveanu si Ardelean, 2010%).

Modificarea salinitatii s-a realizat doar pentru apa de mare din zona litorala, de la 15 g/l
valoare normald pentru Marea Neagra s-au creat doud variabile experimentale cu o salinitate
de 10 g/l (s-a realizat un amestec a 666 ml apa de mare cu 333 ml apa de osmoza) si o
salinitate de 5 g/l (prin amestecul a 333 ml apa de mare cu 666 ml apa de osmoza), utilizandu-
se 216 de lame de microscopie sterilizate termic in apa de mare a carei salinitate a fost

modificatid (Moldoveanu si Ardelean, 2010%).


http://www.biofilmsonline/
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6.1.2 Obtinerea biofilmelor in conditii statice si dinamice

Lamele au fost utilizate intr-un recipient conform metodei ,,pescuit microbian” pe doua
baghete din plastic, utlizandu-se 288 de lame de microscopie drept suprafete de proba
(Moldoveanu si Ardelean, 2010°).

Sterilizarea lamelor de microscopie, prelevarea si desalinizarea s-au realizat conform
protocolului prezentat la experimentul precedent.

Conditiile statice au fost obtinute in recipiente conform metodei lamelor de sticla a lui
Henrici, respectiv conform experimentului prezentat anterior (Moldoveanu si Ardelean,

2010P).

6.1.3 Dinamica biofilmelor sub influnenta substantei organice

Studiul s-a realizat utilizandu-se o forma adaptatd a metodei Henrici, in recipientele sterile
din plastic cu o capacitate de 100 ml, unde a fost introdusa apa de mare suplimentata cu
substante organice pure. Au fost realizate per litru de apa de mare o serie de modificari ale
cantitatii de substantd organica cu solutii de 0,1% amestec de aminoacizi (Difco), triptona
(Difco), extract de levura (Difco), glucoza (Merk) si amidon (Merk) - (Moldoveanu, 2011°),
iar analiza chimica a apei a evidentiat diferente, redate in tabelul 6.3, in special in cazul

cantitdtii de substanta organica utilizata in experimente.

6.1.4 Obtinerea biofilmelor pe suprafete hidrofile si hidrofobe

Experimentele s-au realizat In conditii statice si dinamice la temperaturi variabile pe diferite
tipuri de suprafete hidrofile sau hidrofobe (Moldoveanu si Ardelean, 2012c). Studiul s-a
realizat utilizdndu-se o forma adaptatd a metodei Henrici si a metodei recipientului care a
permis obtinerea biofilmelor in conditii dinamice in vitro (Moldoveanu si Ardelean, 2012°).

Unele experimente s-au realizat la temperatura camerei (23°C) in Laboratorul de
Microbiologie sau intr-o camera termostatatd la o temperaturd de 18°C in Laboratorul de
Investigare a Biodiversitatii din Universitatea Ovidius Constanta (Moldoveanu si Ardelean,

2012°).

6.2 Metode de obtinere ale biofilmelor la interfata aer - lichid (Bacterioneuston)

Datorita modului de formare al bacterioneustonului la nivelul interfetelor, recoltarea
acestora este mai dificila. Pentru colectarea bacterioneustonului marin existd o serie de
metode, una dintre acestea fiind tehnica lamelor de sticla (Harvey si Burzell, 1972; Henk,

2003; Henk, 2004).
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Metoda consta in prelevarea procariotelor din stratul de suprafatd prin pozitionarea unei
lame de sticla sau a unei suprafete de dimensiuni mari acoperitd cu un strat de aderenta
(gelatina filtrata).

Am utilizat 15 cutii dreptunghiulare din PVC cu o capacitate de 1,5 L, in care s-au adaugat

600 de mL de apd de mare nefiltrata si au fost modificati diferiti factori de mediu, v. figura 6.3

PRELEVAREA BACTERIONEUSTONULUI

Gelating 5 g

Dupa dizolvarea gelatinei adaugati

059 CK(S0,),

TLHO - Incalzitila 45°C i
lonizata - = amestocati
Racire i filvare la temperatura
camerel
Adaugati S"'!I"-\ de
Microcosmosuri gelating \
Bacterioneuston

S Imersati suportul
cu lame de 3.5 ori

Suport do
imersare

SRR,
Histological Slides 5
Uscati la
temperatura camorei
pana la 48 h

Depozitati Ia temperatura
camerei sau la =20 °C

Prelevare

| Protocol pentru lamele cu _|
strat de gelatina

Figura 6.3 Recipienturile utilizate in experimente a) probe martor si probele experimentale (originale), b), c)
prelevare probe (originale), d) schema realizarii lamelor cu strat de gelatind (R&D Products & Protocol Guide,

2012)

6.2.1 Dinamica bacterioneustonului marin sub influenta temperaturii si a salinitatii

Salinitatea a fost primul factor de mediu analizat si au fost alese patru valori variabile: o
valoare scazutd de 5 g/L, similara cu valorile din zona de vérsare a Dunarii, doua valori medii
de 10 g/L si1 15g/L frecvente in zona costierd si o valoare de 25 g/L similara cu cea din zona
de contact cu Marea Mediterana. Pentru a obtine valorile mai scazute s-a adaugat apa distilata
in proportii variabile sau a fost addugatd sare de mare pentru a creste valoarea salinitatii din
recipiente(Moldoveanu si Ardelean, 2012%), iar analiza chimica a apei a evidentiat o serie de
diferente notate in tabelul 6.3.

Valorile temperaturii au fost asemdndtoare cu variatiile sezoniere din Marea Neagra: o
valoare scazutd de 6°C (o temperaturd medie In perioadd de iarnd), o valoare medie si
constantd de 18°C (o temperatura medie in perioadd de primavara, obtinutd in conditiile
dintr-o camera termostatatd cu lumina difuza) si o valoare ridicatd de 23°C (o temperatura
medie Tn perioada de vard, obtinutd la temperatura camerei cu lumind naturald) -

(Moldoveanu si Ardelean, 2012%).
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6.2.2 Diamica bacterioneustomului marin in conditii variabile ale nutrientilor

In acest caz s-a realizat o suplimentare a apei de mare cu substante organice de concentratii
variabile de 0,1%, 0,5%, 1% peptond pentru a simula o poluare cu materie organica si
concentratii similare de benzind pentru a simula o poluare cu hidrocarburi a

bacterioneustonului in vitro (Moldoveanu si Ardelean, 2()12b).

CAPITOLUL VII

DINAMICA FORMARII BIOFILMELOR IN VITRO LA
INTERFATA LICHID - SOLID

7.1. Influenta salinitatii

Salinitatea reprezintd un factor important care contribuie la formarea unui profil specific
pentru comunitdtile de microorganisme din apele de mica adancime. Deoarece Marea Neagra
este consideratd o mare atipica, daca ar fi sa o comparam cu alte mari, este de asteptat ca
microorganismele si prezinte o serie de particularititi. In apele continentale unde existi
fluctuatii permanente ale salinitatii, microorganismele prezintd modificari spatio-temporale
ale activitatii lor. Stresul osmotic creat de modificarile bruste ale salinitatii pot influenta
metabolismul celular si densitatea bacteriana (Gauthier si colab., 1990, 1991). Adaptarea
microorganismelor la conditiile stresului osmotic este datoratd unor enzime protectoare care
pot creste rata preluarii unor compusi osmoprotectori (Lim si colab., 1996).

In figura 7.1 sunt prezentate datele experimentale referitoare la dinamica formarii
biofilmului in conditii de salinitate diferita. Pe lamele imersate in recipientele cu apa de mare
cu o salinitate de 15 g/L se observa o crestere a densitatii celulelor bacteriene de la valoarea
de 12 -10* celule/mm? la o ori de la imersare, spre o valoare de 25 -10* celule/mm? dupi opt

ore.

10



Moldoveanu Aurelia Manuela Biofilme formate de procariotele marine

R? = 0.9926 R? = 0.9741

- )
4 |y = 1.9965x + 9.2727 t 2.4441x - 0.303

y = 0,1937x - 0,1424
R? = 0,9797

10 2 cel/mm 2
N

| @Sal.5gL BSaliogl ASali5glL

0 T T T T T T T T T T T T
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

\ Timp y

Figura 7.1. Dinamica densitatii bacteriene in cursul formarii biofilmului in recipiente cu apa de mare la

salinitati variabile (5 g/L, 10 g/L si 15 g/L)

Densitatea celulelor din biofilmele formate la diferite salinitati a prezentat o rata de crestere
modificatala o salinitate de 5 g/L (panta dreptei 0,19) rata este mai micd decéat in cazul
biofilmelor formate 1a salinitatea de 15 g/L (panta dreptei 2,44) si 10 g/L (panta dreptei 1,99).
Aceste valori arata cd la salinitafi mai crescute microorganismele colonizeaza mai rapid
suprafetele. De asemenea, coeficientul de linearitate (R) au fost intre 0,99 si 0,97 ceea ce
demonstreaza o crestere lineara progresiva.

In literatura sunt date referitoare la formarea biofilmelor in conditii de salinitate diferita.
Pentru studiul colonizarii suprafetelor cu bacteria Bdellovibrio bacteriovorus, Kelley si colab.
(1997) au realizat experimente sub influenta unor salinitati diferite si au observat existenta
unei tendinte de colonizare si de formare a biofilmelor pentru valori situate intre 34 g/L si 35
g/L. Salinitatea a influentat formarea biofilmelor chiar si la valori situate sub cea de 5 g/L.
Astfel la o salinitate de 4 g/L s-a observat o scidere a numarului de celule de la 3,5 -10°
UFC/cm® la valoarea de 3,8 -10* UFC /cm® dupi 5 zile de la imersarea suprafetelor in apa.

Rolul salinitatii (intre 12 g/L si 80 g/L) in coroziunea suprafetelor a fost studiat de De
Franca si colab. (2000). Ei au utilizat ca substrat otelul inoxidabil si au evidentiat existenta
unei cresteri a valorii densitdfii celulare odata cu modificarea salinitdfii probelor de apa de
mare. Ulterior, un maxim al coroziunii s-a inregistrat la 35 g/L cu valori ale densitatii
celulelor bacteriene cuprinse intre 1,7 -10° UFC/em” §i 2,1 -10 UFC/em® pentru speciile aerobe

si anaerobe.
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7.2. Influenta temperaturii

Temperatura apei poate influenta in proportie de circa 55% variatia temporalad a densitatii
bacteriene (Sommaruga si Conde, 1997, cit. Aonofriesei, 2004). Alte studii indica corelatii
pozitive intre temperatura si cresterea bacteriilor in faza planctonica (Tibes, 1996, Wikner si
colab., 1999, cit. Aonofriesei, 2004).

Efectul temperaturii asupra cresterii bacteriene este dependent concentratia nutrientilor.
Astfel, in mediile si ecosistemele bogate in nutrienti temperatura are un efect nesemnificativ,
dar oligotrofe temperatura are un efect semnificativ (Filip si colab., 1996).

In figura 7.2 este prezentati dinamica densitatii celulelor bacteriene in cursul formarii
biofilmului pe lame de microscopie la temperatura de 18°C si respectiv de 6°C.

Pentru apa de mare din recipientele tinute la 6°C se observa o crestere progresiva de la
valoarea de 0,5 10° celule/mm? la o ord de la imersare si o dublare a acesteia dupi sapte ore
la 1,0 -10° celule/mm?, precum si o triplare la 1,5 -10% celule/mm? dupi opt ore.

Analiza datelor a evidentiat existenta unei dinamici de formare a biofilmelor, astfel ca, in
cazul biofilmelor formate la 18°C se poate observa la o ord de la imersarea lamelor o valoare
a densitatii celulare de 1,2 -10° celule/mm?, valoare care se dubleazi dupi opt ore la 2,5 -10°
celule/mm  si creste progresiv pana cand are loc o tendintd de triplare a densitatii celulare la o

valoare de 3,7 - 10° celule/mm? dupa 11 ore.
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Figura 7.2. Dinamica densitatii bacteriene in cursul formarii biofilmului in recipientele cu apa de mare la

temperaturi variabile (6°C si 18°C)
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Rogers si colab. (1994) au analizat pe diferite tipuri de suprafete (cupru, PVC si
polibutilen) fenomenul de aderenta la diferite temperaturi: 20°C, 40°C, 50°C si 60°C , cu
specia Legionella pneumophila (specie cu limite largi de toleranta ale temperaturii (intre 5,7 si
63°C) si alte tulpini non-Legionella pe o perioadd de 21 de zile. S-a observat ca tulpinile
utilizate au prezentat o crestere logaritmica cu o atingere in faza de crestere a unor valori ale
densitatii de 1,3 -10* celule/cm® i 7,56 10 celule/cm * pe suprafata polibutilenei si PVC
pentru tulpinile de non-Legionella la 20°C si de 4,25 -10* celule/cm® pe suprafata
polibutilenului la 60°C. Este evidenta o colonizare mai intensa a suprafetelor hidrofobe la
20°C fata de 60°C cand are loc o scadere a numarului de celule bacteriene datoritd depasirii
temperaturii optime de dezvoltare.

Kelley si colab. (1997) au realizat experimente privind colonizarea suprafetelor cu
Bdellovibrio bacteriovorus sub influenta unor temperaturi diferite (intre 4°C si 29° C),
utilizand ca substrat valvele de scoica, sticla si polistiren. Au observat existenta unei corelatii
pozitive in cazul temperaturii i In procesul de formare a biofilmelor, cu o asociere maxima a
celulelor din biofilme la 18°C si una minima la 14°C, precum si o scadere semnificativa a
densitatii la temperaturi de sub 5°C, dupa o perioada de 24 de ore. Aceasta perioada este
urmata ulterior de o crestere progresiva a valorilor densitatii pana la 120 de ore .

Di Bonaventura si colab. (2007") au analizat capacitatea unor izolate de
Stenotrophomonas maltophilia de a forma biofilme, in conditii variabile de temperatura
(18°C, 32°C, 37°C ). Prin intermediul unor probele experimentale cu tulpini diferite s-a
observat o crestere a densitdtii celulelor bacteriene prezente in biofilme, n special pentru
tulpinile expuse la o temperatura de 32°C timp o zi la actiunea unei cantitdti de 0,680 infuzie
creier-inimd (ICI) comparativ cu cele expuse la o temperaturda de 18°C (0,557 ICI) si
respectiv 37°C (0,491 ICI). in ceea ce priveste distributia celulelor bacteriene din tulpinile
utilizate, temperatura nu a modificat-o semnificativ, astfel distributia acestora a fost de 82 %
pentru tulpinile care au format biofilme si doar 2% pentru cele care nu au format biofilme. O

tulpind a format biofilme doar la 18°C si doua tulpini doar la 32°C.

7.3. Influenta dinamicii mediului de cultura (apa de mare)

Biofilmele au fost analizate in conditii hidrodinamice variate (circuitul laminar sau
turbulent) si s-a observat ca acestea reactioneaza in mod diferit la conditiile dinamice alterate.
Viteza circuitului de apa sau hidrodinamica influenteaza structura biofilmului si induce

modificari asupra biofilmului. Cele care se formeaza in circuitul lamelar sunt fragmentate si
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prezinta agregate de celule cu aspect rugos, separate prin spatii interstitiale. Biofilmele
formate in conditii de circuit turbulent sunt de asemenea fragmentate, dar au forme variate si
alungite care ajung si in lichidul din jurul biofilmului (Kokare, 2009).

Lamele din sticld din recipiente si recipientele cu circuit au fost examinate la microscop si
dupa numararea campurilor s-a observat o crestere progresiva a densitatii celulare in cazul
biofilmelor formate in apa de mare din recipiente, de la valoarea de 1,2 - 10° celule/mmz, lao
ora de la imersare la 2,5 - 10° celule/mm? , la opt ore si o triplare a valorii acesteia dupa 16

ore de la imersarea suprafetelor, figura 7.3.
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Figura 7.3. Dinamica densitatii bacteriene in cursul formarii biofilmului in recipiente in conditii statice si

dinamice

Modificarile densitatii celulelor din biofilme au fost determinate de o rata de crestere a
procariotelor marine mai rapida, panta fiind de 2,44 pentru lamele de microscopie imersate in
recipiente (static) comparativ cu valoarea de 0,18 obtinutd in cazul recipiente cu circuit in
regim dinamic.

Valorile densitatii celulare obtinute in experimente sunt mai scazute fatd de cele obtinute
de Rijnaarts si colab. (1993) care, in condifii asemanatoare au observat o crestere a densitatii
bacteriene intre 5 - 10* celule/cm”® - 1,6 - 10’ celule/cm?® in conditii statice si 5 - 10°
celule/cm® - 3,6 - 10’ celule/cm® pentru conditiile dinamice. Diferenta foarte mare poate fi
datorata vitezei de recirculare a apei, care intr-un ritm mai lent permite un aport de substante

pentru celulele biofilmului, dar si o fixare mai buna pe suprafetele de proba.
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Astfel de experimente in conditii statice si dinamice s-au realizat si in situ de catre Casse si
Swan (2006) care au obtinut un procent mai mare cu 80% in cazul densitdtii celulelor
bacteriene formate pe suprafete imersate in conditii statice, comparativ cu densitatile celulelor
fixate pe suprafete imersate fara aplicarea unor substante antifuling in conditiile dinamice ale

mediului marin.

7.4. Efectul substantelor organice asupra cresterii totale a celulelor din biofilme

Procariotele marine planctonice pot prezenta anumite modificari. Ele se pot fixa pe
suprafetele solide si pot Incorpora particule organice, unele chiar cu un inalt grad de
selectivitate fatd de aceste componente, astfel ca multe dintre ele in stadiul sesil capata
dimensiuni mai mari comparativ cu forma lor planctonica (Miinster si Chrost, 1990).

Din datele obtinute in proba martor, fard suplimentare cu materie organica a rezultat o
densitate bacteriani totald de 41,4 - 10° celule/mm?. Ulterior suplimentarea apei de mare cu o
cantitate mica de amestec de aminoacizi de 3 mg/L, a influentat metabolismul bacterian si
valoarea densititii celulare a fost de 50,6 - 10° celule/mm”. Utilizarea unei concentratii mai
mari de 5 mg/L de amestec de aminoacizi determinid o densitate totald de 56,3 - 10’
celule/mm®. Cresterea a fost chiar mai mare in cazul suplimentarii cu 7 mg/L de amestec,
astfel Tncat densitatea bacteriana a fost de 69,4 - 10° celule/mmz, urmand ca la o cantitate mai

crescutd de 9 mg/L densitatea sa fie de 83,2 - 10° celule/mm” (figura 7.4).
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Figura 7.4. Densitatea bacteriana finala dupa 72 de ore in recipiente cu diferite concentratii ale amestecului de

aminoacizi
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O alta sursa de proteine utilizata a fost triptona, care este o sursa de azot pentru procariotele
marine.

In proba martor, firi suplimentare cu materie organici, s-a determinat o densitate
bacteriana totald de 39,5 - 10° celule/mm?. Ulterior suplimentarea apei de mare cu o cantitate
mica de amestec de aminoacizi de 3 mg/L, a influentat metabolismul bacterian, iar valoarea
densitatii celulare a fost de 46,4 - 10 celule/mm?®. Utilizarea unei concentratii de 5 mg/ 1
triptona a determinat o densitate totala de 57,1 - 10° celule/mm?>. Cresterea a fost chiar mai
ridicatd Tn cazurile suplimentarii cu 7 mg/L de amestec , cand densitatea bacteriana a fost de
69,4 - 10° celule/mm? si respectiv la cantitatea de 9 mg/L, densitatea sa fie de 78,3 - 10°

celule/mm? (figura 7.5).
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Figura 7.5. Densitatea bacteriana finala dupa 72 de ore in recipiente cu diferite concentratii ale triptonei

Pe baza comparatiei valorilor densitatii celulare se observa o serie de diferente intre proba
martor si cele suplimentate cu amestecul de aminoacizi, astfel cd o suplimentare cu 3 mg/ 1 a
determinat o diferenta de 9,2 - 10° Celule/mmz, iar cresterea procariotelor fiind de 22,3% din
valoarea initiald a densitatii celulelor pe suprafete, pe cand la adaugarea a 5 mg/L a determinat
o diferenta de 14,9 - 10° celule/mmZ, cu o valoare de 36,2% din valoarea initiala. Pentru
probele suplimentate cu o cantitate mai mare de amestec, de 7 mg/L diferenta a fost de 28 -
10* celule/mm?, cu o valoare de 68,12% din cresterea initiala si de 9 mg/L, cand diferenta a
fost de 41,4 10° celule/mm?, ceea ce a determinat o crestere a densitatii celulelor cu peste

101.7% din valoarea initiala de 41,4 - 10* celule/mm?®.
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Glucoza este un zahar simplu (monozaharid) si reprezintd cea mai importanta sursa de
energie pentru metabolismul celular , inclusiv respiratia celulara.

In proba martor, firi suplimentare cu materie organica a rezultat o densitate bacteriani
totala de 39 - 10 celule/mm?®. Ulterior suplimentarea apei de mare cu o cantitate mica de
glucoza de 3 mg/L, a influentat metabolismul bacterian si valoarea densitatii celulare a fost de
45 - 10° celule/mm?. Utilizarea unei concentratii mai mari de 5 mg/L de glucoza determini o
densitate totald de 51 - 10° celule/mm”. Cresterea a fost chiar mai mare in cazurile
suplimentérii cu 7 mg/L de glucoza, cand densitatea bacteriand a fost de 64 - 10° celule/mm?,

urmiand ca la o cantitate de 9 mg/L densitatea sa fie 70 - 10° celule/mm? (Figura 7.6).
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Figura 7.6. Densitatea bacteriana finala dupa 72 de ore in recipiente cu diferite concentratii ale glucozei

Un procent mai redus de procariote marine sunt capabile sd foloseasca glucide de tipul
polizaharidelor (amidon), deoarece amidonul nu este o sursa de energie la fel de usor
catabolizabild precum glucoza.

In proba martor, fara suplimentare cu amidon densitatea bacteriana totald de a fost de 40 -
10* celule/mm?®. Suplimentarea apei de mare cu o cantitate mici de amidon de doar 3 mg/L, a
influentat metabolismul bacterian si valoarea densitatii celulare a fost de 43 -10° celule/mm®.
Utilizarea unei concentratii mai mari de 5 mg/L de amidon a determinat o densitate totala a
procariotelor de 50 - 10° celule/mm?. Cresterea a fost chiar mai mare in cazurile suplimentirii
cu 7 mg/L de amidon , astfel ci densitatea bacteriani a fost de 58 - celule/mm?, urméand ca la

o cantitate crescutd de 9 mg/L densitatea sa fie 67 - 10° celule/mm? (figura 7.7).
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Figura 7.7. Densitatea bacteriana finald dupa 72 de ore in recipiente cu diferite concentratii ale amidonului

Pe baza comparatiei valorilor densitatii celulare se observa o serie de diferente intre proba
martor §i cele suplimentate cu amidon, astfel o suplimentare cu 3 mg/LL a determinat o
diferentd de 6,9 - 10° celule/mm” si cresterea procariotelor de 15,3% din valoarea initiald a
densitatii celulelor pe suprafete, suplimentarea cu 5 mg/L determind o diferentd de 12 - 10°
celule/mm” cu o valoare de 30,7% din valoarea initiald. Pentru probele suplimentate cu o
cantitate mai mare de glucoza de 7 mg/L, diferenta a fost de 25 - 10° celule/mm?, reprezentind
64,1% din cresterea inifiala cand s-au addugat de 9 mg/L, diferenta a fost de 17,6 - 10°
celule/mm?” ceea ce a determinat o crestere a densititii celulare cu peste 79,4% din valoarea
initiald de 39 - 10° celule/mm?

Panta de crestere a densitatii celulare a fost de peste 8,1 pentru glucoza si de 6,9 pentru
amidon pentru biofilmele formate, coeficientul de linearitate a fost la fel de 0,97.

Extractul de levura este un produs hidrosolubil, care contine un procent ridicat de vitamine
din complexul B pe langd alte elemente si este utilizat in bacteriologie ca un excelent
stimulator al cresterii bacteriene, dar valorile ob{inute de noi au fost mult mai mici comparativ
cu cele obtinute cu alte tipuri de substante organice addugate n apa de mare.

In proba martor, fara suplimentare cu extract de levura, densitatea bacteriana totala este de
39,7 - 10° celule/mm”. Ulterior suplimentarea apei de mare cu o cantitate mica de 3 mg/L
extract de levura, a influentat metabolismul bacterian, iar valoarea densitatii a fost de 42,8 -
10* celule/mm?®. Utilizarea unei concentratii mai mari de 5 mg/L determini o densitate totald

de 48,9 - 10° celule/mm®. Cresterea a fost chiar mai mare in cazurile suplimentirii cu 7 mg/L
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de extract de levura, astfel Incat densitatea bacteriana a fost de 53,5 - 10° celule/mmz, urmand
ca la o cantitate de 9 mg/L densitatea s fie de 83,2 - 10° celule/mm? (figura 7.14).
Comparand valorile densitatii celulare se observa o serie de diferente intre proba martor si
cele suplimentate cu extract de levura, astfel cad o suplimentare cu 3 mg/L a determinat o
diferenta de 2,5 - 10° celule/mm? si o crestere a procariotelor de 22,3% din valoarea initiala a
densitatii celulelor pe suprafete, pe cand addugarea de 5 mg/L a determinat o diferenta de 9,2 -
10° celule/mm? cu o valoare de 36,2% din valoarea initiald. Pentru probele suplimentate cu o
cantitate mai mare, de 7 mg/L, diferenta a fost de 13,8 - 10° celule/mmz, cu o valoare de
68,12% din cresterea initiala, iar In cazul aditiei de 9 mg/L, diferenta sa ajunga la 31 -10°
celule/mm?, aceasta determinind o crestere a densitatii celulare cu peste 101,7% din valoarea

initiald de 26,8 - 10° celule/mm? (figura 7.8).
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Figura 7.8. Densitatea bacteriana finald dupa 72 de ore in recipiente cu diferite concentratii ale extractului de

levura

Progresia de crestere a densitatii celulare a fost de peste 6,49 pentru biofilmele formate, iar

cieficientul de linearitate a fost 0,93.

Din datele prelucrate statistic a reiesit ca densitatea bacteriana totald dupa suplimentarea cu
substante organice a fost de 25,8 - 10* celule/mm? in amestecul de aminoacizi, de 24,9 - 10°
celule/mm? pentru triptond si de 21,1 - 10 celule/mm” pentru extractul de levurd. In cazul
adaugarii de glucide densitatea bacteriand a fost de 23 - 10° celule/mm? pentru glucozi si de

21,8 - 10’ celule/mm? pentru amidon.
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7.5. Influenta substratului

In general orice material care intra in contact direct cu diferite lichide care contin bacterii,
poate deveni un substrat pentru formarea biofilmelor. Suprafetele pot avea o serie
caracteristicile fizico-chimice care influenteaza rata de aderentd si gradul de extindere al
microorganismelor pe substrat. Aceste proprietati includ suprafata disponibild, hidrofobicitatea,
energia de suprafatd, toxicitatea sau caracterul de nutrient al compusilor desprinsi de pe
substrat si o serie de defecte fizice cum ar fi: structura granulard a suprafetei, adanciturile,
ridicaturile, fisuri (Donlan si Costerton 2002). La baza biofilmelor dezvoltate pe substraturilor
inerte, celulele bacteriene sunt mai Tnfometate comparativ cu cele fixate pe substrat celular,
astfel moartea si autoliza celulelor bazale, producerea de gaze in grosimea biofilmului
contribuie la destabilizarea acestuia si la detasarea de fragmente, responsabile de diseminarile
la distanta (Lazar, 2003).

Procariotele marine s-au fixat pe diferitele tipuri de suprafete artificiale hidrofile si hidrofobe
in conditii variabile de temperatura, statice sau dinamice formand biofilme.

In primele sase ore s-a observat o crestere evidentd pe ambele tipuri de suprafete artificiale
utilizate In experiment, urmatoarea serie de experimente s-a realizat pentru a analiza influenta
temperaturii si a fenomenului de hidrofobicitate asupra formarii biofilmelor bacteriene in
conditii in vitro.

Un prim tip de experiment a fost realizat pentru a urmari modificdrile aderentei celulare la
un interval de recoltare de o ora la temperatura camerei (23°C). Initial pe suprafata hidrofila a
sticlei la o ora cresterea este de 1,67 - 10° celule/mmz, urmand ca dupa trei ore densitatea
bacteriana sa atinga valoarea de 3,05 - 10° celule/mm?® si dupd un interval de sase ore cresterea
sa atingd valoarea de 4,86 - 10° celule/mm? (figura 7.9).

Pe suprafata hidrofoba a parafilmului densitatea bacteriana a atins initial valoarea de 2,59
- 10’ celule/mm* si dupa un interval de patru ore ajungandu-se la valoarea de 5,07 - 10’
celule/mmz, iar la intervalul de sase ore de la recoltare, se ajunge la o valoare de 6,08 - 10°

celule/mm? (figura 7.9).
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Figura 7.9. Dinamica densitatii bacteriene in cursul formarii biofilmului la 23°C 1n recipiente pe

suprafete hidrofile (sticla) si hidrofobe (parafilm, teflon)

In cazul filmului de teflon densitatea bacteriand a atins initial valoarea de 2,96 - 10°
celule/mm?”, urmand ca dupi un interval de patru ore sa apard o dublare a cresterii bacteriene
la valoarea de 4,5 - 10° celule/mm?.

Valorile coeficientului de linearitate (R) au fost cuprinse intre 0,99 si 0,97 ceea ce
demonstreaza o crestere liniard progresiva, panta dreptei a fost de 0,54 in cazul sticlei, de
0,74 pentru parafilm si respectiv de 0,82 pentru teflon, aceste valori demonstrand o variatie a
valorilor densitatii intre cele trei tipuri de suprafete.

Pentru a observa influenta temperaturii s-a realizat un al doilea experiment la o
temperaturd constantd mai scdzuta de 18°C, iar intervalul de recoltare a crescut la opt ore de
imersare pe suprafetele hidrofile si hidrofobe.

In cazul suprafetei din sticld procariotele prezintd initial o densitate de 1,11 - 10°
celule/mm”, urmand ca dupi un interval de patru ore si apard o dublare a numarului de celule
bacteriene aderente la valoarea de 2,89 - 10° celule/mm? si dupa un interval de sase ore apare
o triplare a valorii initiale la 3,88 - 10° celule/mm?, urmand ca dupa un interval de opt ore
densitatea sa atinga valoarea de 4,86 - 10° celule/mm?. Aceasta valoare este apropiatad de cea
obtinuta la temperatura de 23°C, la intervalul de sase ore (figura 7.10).

Pe suprafata parafilmului in conditiile de temperatura constantad s-a observat initial o
crestere a densitatii de 1,79- 10° Celule/mmz, dupa un interval de trei-patru ore cand are loc o
dublare a cresterii bacteriene ce atinge valoarea de 4,12 - 10° Celule/mmz, urmand ca dupa

sapte ore si apard o triplare la valoarea de 5,85 - 10° celule/mm?, iar valoarea obtinutd dupa
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intervalul de opt de 6,28 - 10° celule/mm? si fie din nou apropiata de cea de la intervalul de
sase ore 1n cazul experimentului realizat la temperatura camerei (figura 7.10).

Filmul de teflon a prezentat cele mai mari valori ale densitatii, de la o valoare initiald de
2,14 - 10° celule/mm’® la o dublare a acesteia dupd un interval de patru ore, la valoarea de
4,83 - 10* celule/mm’ si o triplare la un interval de sapte ore de la recoltare la valoarea de
6,57 - 10° celule/mm? , urmand ca dupa un interval de opt ore densitatea bacteriana sd ajunga
la 7,18 - 10° celule/mm?, valoare apropiata la intervalul de sase ore la temperatura de 23°C de

5,86 - 10° celule/ mm? (figura 7.10).
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Figura 7.10. Dinamica densitatii bacteriene in cursul formarii biofilmului la 18°C in recipiente (cutii

de depozitare) pe suprafete hidrofile (sticld) si hidrofobe (parafilm, teflon)

In conditii de temperatura constanti, coeficientul de linearitate (R) a fost cuprins intre
0,98 51 0,99 ceea ce demonstreaza o crestere liniard progresiva, panta dreptei fiind de 0,52 in
cazul sticlei, de 0,66 pentru parafilm si respectiv de 0,72 pentru teflon, aceste valori
prezentand crestere constanta a pantei intre cele trei tipuri de suprafete, un factor de influenta
fiind temperatura. Araujo si colab. (2004) au investigat biofilmele anaerobe formate pe
suprafata hidrofoba a polipropilenei si pe suprafata hidrofild a sticlei in interiorul
dispozitivului Robbins modificat (DRM).

Dupi prima zi de crestere biofilmul bacterian format este de 4,6 - 10* celule/mm” pe
suprafata polipropilenei, comparativ cu suprafata sticlei unde biofilmul format a avut o
densitate de 8,2 - 10° celule/mm?. Totusi dupa noua zile, valorile au fost similare de 6,3 - 10°

celule/mm? pentru polipropilena si de 7,2 - 10° celule/mm?, in cazul sticlei. Datele obtinute
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arata ca biofilmele nu sunt influentate major de hidrofobicitate in cazul obtinerii acestora cu
ajutorul dispozitivului Robbins (DRM) - (Araujo si colab., 2004).

Au fost efectuate experimente privind colonizarea suprafetelor cu Bdellovibrio
bacteriovorus utilizdnd ca substrat valvele de scoica, sticld si polistiren (Kelley si colab.,
1997). Acesti autori au observat existenfa unei corelafii pozitive in cazul factorului
temperatura si formarea de biofilme, cu o asociere maxima a celulelor din biofilme la 18°C si
una minima la 14°C precum si o scadere semnificativa a densitatii la temperaturi sub 5°C,
dupa o perioada de 24 ore, este urmata de o crestere progresiva a valorii densitatii, dupa 120
de ore de la inceputul experimentelor. Valorile obtinute au demonstrat o crestere a numarului
celulelor aderente de la valoarea de 1,1 - 10° UFC/cm? la 1,4 - 10° UFC/cm? pentru valvele
de scoica, de 1,7 - 10° UFC/cm® side 1,8 10* UFC/cm? pentru sticla side 5,4 - 10° UFC/cm
2side 1,0 - 10* UFC/cm? pentru polietilend (Kelley si colab., 1997).

Chavant si colab. (2002) au analizat influenta a diferite tipuri de suprafete folosind mediul
MCDB 202 ca supliment si au obtinut valori de 10’ UFC/cm” dupi doui ore de la contactul
procariotelor cu suprafetele studiate. Initial, la 37°C pe suprafata otelului inoxidabil s-a
obtinut de la 0,2 la 0,6 unit log, iar pe suprafata teflonului la 20°C valorile au fost mai
crescute de la 0,4 la 0,5 unit. log, exceptand temperatura de 8°C pe suprafata teflonului,
numarul procariotelor a fost mai crescut (0,4 — 1,4 unit. log). Valorile maxime ale aderentei
au fost atinse dupa una, doud, cinci sau sapte zile in cazul celor doua suprafete la
temperaturile de 37°C, 20°C, respectiv 8°C. La 37°C si 8°C se observa o crestere mai
evidenta pe suprafata otelului inoxidabil fata de teflon.

In primele 48 de ore la 20°C s-a observat exact situatia opusa, iar dupd acest termen
populatia de procariote pe teflon descreste si cea de pe otelul inoxidabil a crescut usor. La
temperaturi mai reduse se observa o reducere a populatiei de procariote aderente mai evident
pe suprafata teflonului (Chavant si colab., 2002).

In conditiile inocularii cu procariote in fazi de lag sau stationara, la temperaturi variabile,
nu s-au observat diferente in capacitatea de colonizare, dar apar diferente clare intre
suprafetele hidrofile si hidrofobe. Densitatea bacteriand a fost de 10° UEC/cm?” pentru otelul
inoxidabil, la temperaturi de la 15°C la 37°C, dar si la 48 de ore cresterea nu scade sub 10’
UFC/cm?®. Densitatea pe suprafata teflonului este mai crescutd decét pe otelul inoxidabil de
10® UFC/cm? la temperaturi intre 18°C si 30°C, dupa 24 de ore sau patru zile. Dupi aceasti
perioada apar valori ugor mai reduse in cazul acestor temperaturi (Cerca si colab., 2005).

Datele din literatura de specialitate confirma existenta unei cresteri a densitatii bacteriene

in functie de timpul de expunere a suprafetelor la mediul lichid si cresterea valorii
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temperaturii mediului. Astfel, la 18°C se observa un optim al cresterii bacteriene pana la
temperaturi de 25°C- 30°C. Dar cresterea temperaturii peste 35°C, 40°C, 50°C afecteaza
formarea biofilmelor, deoarece se depasesc limitele optime de supravietuire ale unor specii
bacteriene (Zarnea, 1994).

In conditiile mediului marin, dinamismul apei este un factor extrem de important care
influenteaza fenomenul de aderenta bacteriana. Pentru realizarea unor conditii dinamice in
vitro s-au utilizat recipiente cu circuit care reprezintd cel mai corespunzator tip de instalatie
pentru experimentele de laborator.

Analiza suprafetelor a evidentiat o crestere bacteriand progresiva, dar valorile densitatii
obtinute au fost mult mai scazute decat cele obtinute in condifii statice la temperatura
camerei datoritd circuitului continuu al apei de mare.

Pe suprafata sticlei, initial, se observa o valoare a densitatii de 0,85 - 10° celule/mm?,
urmand ca, dupa un interval de doua - trei ore sa apara o dublare a cresterii la valoarea de
1,87 - 10’ celule/mm? si dupa intervalul de patru ore apare o triplare a valorii initiale la 2,74 -
10° celule/mm?, ca la intervalul de sase ore valoarea densitatii bacteriene sa fie de 3,76 - 10°
celule/mm? (figura 7.11).

In cazul parafilmului se observa o crestere initiald de 1,64 - 10° celule/mm?, dupi un
interval de trei—patru ore are loc o dublare la valoarea de 4,01 - 10” celule/mm?, iar dupa

intervalul de sase ore se ajunge la valoarea de 5,02 - 10° celule/mm? (figura 7.11).
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Figura 7.11. Dinamica densitatii bacteriene in cursul formarii biofilmului 1n recipiente cu circuit pe

suprafete hidrofile (sticld) si hidrofobe (parafilm, teflon)
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Filmul de teflon a prezentat cele mai mari valori ale densitatii, de la o valoare inifiala de
2,1 - 10’ celule/mm? la o dublare a acesteia dupa un interval de patru ore, la valoarea de 4,56
- 10° celule/mm? si o triplare la un interval de sapte ore de la recoltare la valoarea de 5,76 -
10° celule/mm? (figura 7.11).

In conditii dinamice (recipient cu circuit), coeficientul de linearitate (R) a fost cuprins
intre 0,98 si 0,99 ceea ce demonstreaza o crestere liniard progresiva, panta dreptei fiind de
0,61 1n cazul sticlei, de 0,74 pentru parafilm si respectiv de 0,77 pentru teflon, aceste valori

prezentand crestere constanta a pantei intre cele trei tipuri de suprafete.

CAPITOLUL VIII

DINAMICA FORMARII BIOFILMELOR IN VITRO LA
INTERFATA AER - LICHID

Interfata aer-lichid asigurd conditii diferite, aceasta este o interfatd cu proprietti fizico-
chimice speciale, concentratii ale unor anumite tipuri de nutrienti si frecvent exista cantitati
mari de radiatii. Organismele care trdiesc in aceastd nisa au adaptari la aceste conditii si

prezintd caracteristici care la permit sd populeze aceste zone (Henk, 2003).

8.1. Influenta salinit:itii asupra bacterioneustonului

Biofilmele formate au fost analizate in de monostrat, ideal pentru analiza la microscopul cu
epifluorescentd si formarea bacterioneustonului in conditii in vitro reprezintd un proces
complex care poate fi influentat de modificarea unor parametri fizico-chimici, cu influenta
majora asupra migratiei bacteriilor planctonice spre interfata aer-lichid.

In urma analizei suprafetelor de proba se observi o crestere a densitatii celulelor bacteriene
din structura bacterioneustonului in primele faze experimentale prin variatia salinitatii si a

temperaturii in conditii de laborator in recipiente.
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#
b

a. salinitate 5 g/L (120 h) b. salinitate 10 g/L (120 h)

c. salinitate 15 g/L. (120 h) d. salinitate 25 g/L. (120 h)

Figura 8.1. Imagini ale procariotelor marine din structura bacterioneustonului la microscopul cu

epifluorescenta (suprafata patratului de 50 pm?)

In figura 8.1 sunt prezentate imagini ale bacterioneustonului format dupa 120 de ore de la
initierea experimentului in conditii de laborator in recipiente cu salinitati diferite.

La nceputul experimentelor noastre in proba cu salinitate de 5 g/L, dupa doua ore de la
imersare, bacteriile sunt in numaér redus si dupd intervalul de 120 de ore bacteriile prezintd o
densitate ridicata (figura 8.1a). Densitatea celulara a fost mai ridicatd in cazul salinitétii de 25
g/L (figura 8.1b —8.1d) si al temperaturii de 23°C.

Dinamica densitatii celulare este prezentatd in figura 8.2 constatandu-se urmatoarele:

La salinitatea scdzuta de 5 g/L a apei de mare se observa dupa doua ore o densitate de 0,82
- 10? celule/mmz, dupa 24 de ore densitatea a fost 3,27 - 10? celule/mmz, cand se observa un
maxim al cresterii celulare de 4,12 - 10? celule/mmz, ulterior la 72 de ore densitatea a fost 6,24

- 10 celule/mm? (figura 8.2).
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Figura 8.2. Dinamica densitatii bacteriene 1n cursul formarii bacterioneustonului in recipiente

(cutii de depozitare) cu apa de mare la o salinitate variabild (5 g/L, 10 g/L, 15 g/ si 25 g/L)

In recipientul cu salinitatea medie de 10 g/L a apei de mare se observi o densitate de 1,22 -
10* celule/mm? (dupa doud ore), densitatea a fost de 4,37 - 10° celule/mm?” (dupa 18 ore), de
5,62 - 10° celule/mm? (la 24 de ore), cind se observd un maxim al cresterii celulare, ulterior
densitatea a fost 7,24 - 10> celule/mm? (72 de ore) - (figura 8.2).

Coeficientii R de linearitate au fost mai scazuti la 48 de ore de 0,98 pentru salinitatea de 5
g/L, iar in cazul modificarii acesteia la valoarea de 10 g/L coeficientul a fost de 0,97. De
asemenea, valoarea pantei y a fost mai scazuta de 1,15 fata de 2,59.

La o alta valoare medie a salinitatii de 15 g/L a apei de mare se observa o densitate de 1,12
- 10° celule/mm” (dupid doud ore), densitatea a fost 5,11 - 10° celule/mm” (dupa 18 ore), cind
se observa un maxim al cresterii celulare de 7,29 - 10° celule/mm® (24 de ore), densitatea fiind
de 7,24 - 10° celule/mm? (72 de ore ) (figura 8.2).

La salinitatea ridicata de 25 g/L a apei de mare se observa dupa doua ore o densitate de 0,92
- 10* celule/mm?, dupa 18 ore densitatea a fost de 6,4 - 10° celule/mm?, cind se observa un
maxim al cresterii celulare de 10,39 - 10° celule/mm?, ulterior la 72 de ore densitatea a fost de
14,90 - 10° celule/mm? (figura 8.2).

Coeficientii R de linearitate au fost mai scazuti de 0,96 in cazul modificarii salinitatii la 15
g/L. De asemenea, valoarea pantei y a fost mai scazuta de (2,62) fata de (2,88) pentru

salinitatea de 25 g/L la 48 de ore.
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8.2. Influenta temperaturii asupra bacterioneustonului

La temperatura scazuta de 6°C a apei de mare se observa dupa doua ore o densitate de 0,67
- 10? celule/mmz, dupa 18 ore densitatea a fost 2,46 - 10? celule/mmz, cand se observa un
maxim al cresterii celulare de 2,99 - 10? celule/mm2, ulterior la 72 de ore densitatea a fost de

4,07 - 10* celule/mm” (figura 8.3).
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Figura 8.3. Dinamica densitatii bacteriene in cursul formarii bacterioneustonului in recipiente (cutii de

depozitare) cu apa de mare la o temperatura variabila (6°C; 18°C si 23°C)

La temperatura medie de 18°C a apei de mare se observa dupa doua ore o densitate de 1,7 -
10° celule/mm?, dupi 18 ore densitatea a fost de 4.73 - 103 cells/mm2, cind se observd un
maxim al cresterii celulare de 5,42 - 10° celule/mm?, ulterior la 72 de ore densitatea a fost de
5,42 - 10° celule/mm” (figura 8.3).

La temperatura medie de 23°C a apei de mare se observa dupa doud ore o densitate de 1,20 -
10° celule/mmz, dupa 18 ore densitatea a fost 5,23 - 10° celule/mmz, cand se observa un
maxim al cresterii celulare de 7,69 - 10° celule/mm?, ulterior la 72 de ore densitatea a fost de
14,33 - 10° celule/mm? (figura 8.3).

Coeficientii R de linearitate au fost mai scazuti la 48 de ore de 0,84, in cazul modificarii
temperatura de 6°C, comparativ cu valorile de 0,97 si 0,96 pentru temperaturile de 18°C si
23°C. De asemenea, valoarea pantei y a fost mai scazuta de 0,37, fatad de 1,21 si respectiv
2,63.

In conditii naturale (Marea Mediterani) Agogué si colab. (2005) observa in apele din zona

Barcelonei un microstrat de suprafatd (SML) cu o densitate de 1,43 - 10° si 1,30 - 10° celule
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ml'l, respectiv (n = 10). In zona din Banyuls-sur-Mer s-au observat valori de 0,93 - 10° celule
ml™ si respectiv (n = 13). Aceste valori demonstreazi existenta unor diferente cu valori mai
ridicate pentru statia Barcelona fatd de la Banyuls-sur-Mer intre stratul analizat si stratul din
imediata vecinatate a interfetei apei de mare. Determinarea numarului de celule viabile pe
placi cu agar a ardtat o capacitate de cultivare mai ridicatd in straturile superioare ale
interfetei. In apele din zona Barcelonei acest procent a fost de 4,16% si respectiv de 2,51%,
pe cand in zona Banyuls-sur-Mer de 1,58% si respectiv de 0,34%, astfel, procentul de
procariote cultivabile a fost mai crescut in zona Barcelonei si in stratul de suprafata in ambele

zone de studiu (Agogué si colab., 2005).

Tabel 8.1. Dinamica densitatii celulelor moarte (cu membrana degradata) din bacterioneustonul format la

diferite salinitati si temperaturi (10 3 celule/mm ?)

Tore) || 5gL [[10gL [[ 15¢L 25 g/L. 6°C 18°C || 23°C
2 0,12 0,5 0,2 0,3 0,2 045 || 0,21
10 0,31 0,71 0,77 0,87 0,5 0,77 || 0,77
18 0,57 1,37 1,11 1,14 0,9 1,14 | 0,98
24 0,62 1,62 1,32 1,32 1,12 1,32 | 1,49
48 0,81 1,89 2 1,85 1,39 1,85 || 115
72 1 2,04 2,14 2,21 1,07 1,14 || 2,33
96 1,12 2,5 2,42 2,45 1,42 128 | 2,29

120 1,33 2.8 3 3,16 1,62 1,56 | 2,89

In concordantd cu experimente din literaturd (Agogué si colab., 2005) am determinat
numarul celulelor permeabile la iodura de propidiu, celule cu membrana plasmatica
modificatd structural si functional, celule considerate moarte. In tabelul urmitor sunt
prezentate densitatile celulelor moarte din bacterioneustonul format la diferite salinitati si la
diferite temperaturi.

Datele personale privind densitatea celulelor moarte (cu membrana degradatd, permeabila
la iodura de propidiu) din probele experimentale la diferite salinitafi $i temperaturi sunt
prezentate in tabelul 8.1 pentru diferite intervale experimentale. Aceste valori sunt mai

scazute decat cele din figurile 8.1 - 8.8, unde valorile totale ale densitatii prezentate cuprind
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atat celulele vii, cat si pe cele moarte. Densitatea celulelor moarte este mai mare dupa 72 de
ore comparativ cu valorile obtinute la inceputul experimentelor ceea ce sugereaza importanta

acestui tip de celule in structura bacterioneustonului marin.

8.3. Influenta substantei organice asupra bacterioneustonului

Suplimentarea apei de mare cu substante organice are un efect termodinamic previzibil
fiind afectatd temperatura si procesul de conversie termica de la nivelul interfetei. Tipurile de
substante organice folosite pot fi descrise cantitativ sau in functie de concentratie. Posibilul
efect al substantelor organice poate fi analizat pe baza fenomenului de capilaritate, prin
perturbarea si intreruperea transferului de gaze (CO,, O,, N,) la nivel de interfata, suspendarea
procesului de formare a bulelor de aer si generarea de particule organice agregate. Formarea
acestor agregate poate influenta prezenta ionilor metalici la nivel de interfatd (Lion and
Leckie, 1981; Carlucci si colab., 1991).

Indiferent de tipul de substanta utilizata, componentele organice de la nivelul interfetei aer-
lichid au o compozitie chimica unica si sunt substante cu o concentratie ridicatd care permit
formarea unor compusi de tipul metal-substantd organica. Dintre ioni metalici prezenti in
astfel de compusi pot fi mentionati cei de Cu, Ni, Pb sau Fe (Lion and Leckie, 1981; Wurl si
Holmes, 2008).

Cresterea bacteriana a evidentiat influenta substantei organice comparativ cu proba martor.
Astfel, la inceputul experimentelor in proba control, dupa doua ore bacteriile au o densitate
mai scdzutd comparativ cu datele obtinute la 120 de ore, cand bacteriile au o densitate mai
ridicatd. Cresterea cea mai importantd s-a observat in cazul aditiei de peptond cu o

concentratie ridicata.
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Figura 8.4. Dinamica densitatii bacteriene 1n cursul formarii bacterioneustonului in

recipiente (cutii de depozitare) cu apa de mare suplimentatd cu peptona (0,1%, 0,5%, 1%)

Dinamica densitatii celulare din bacterioneustonul format in conditiile suplimentarii apei
de mare cu diferite cantitdti de peptond este prezentatd 1n figura 8.5 constatindu-se

urmatoarele:

In proba martor (fara aditie de substantd organicd) dupa doua ore de la recoltare densitatea
bacteriana a fost de 1,12 - 10° celule/mm? dupa 18 ore ajunge la valoarea de 6,40 - 10’
celule/mm?> st dupa 24 de ore la 10,70 - 10° celule/mmz, urmand ca la 72 de ore densitatea
celulard si atinga valoarea de 14,20 - 10° celule/mm? (figura 8.5).

In cazul aditiei unei concentratii scizute de peptoni de 0,1 %, dupa doui ore de la

recoltare densitatea bacteriana a fost de 3,60 - 10°

celule/mm?®, dupi 18 ore ajunge la
valoarea de 13,10 - 10° celule/mm? st dupd 24 de ore la 15,00 - 10° celule/mm?, urmand ca la
72 de ore sa atinga valoarea de 15,00 - 10* celule/mm? (figura 8.5).

In recipientul cu peptona de 0,5%, densitatea bacteriana a fost de 3,50 - 10° celule/mm?
(dupi doud ore), ajunge la valoarea de 15,10 - 10° celule/mm? dupa 18 ore si la 17,70 - 10
celule/mm” (dupd 24 de ore ), urmand ca la 72 de ore s atingd valoarea de 27,65 - 10°
celule/mm’ (figura 8.5).

in recipientul cu peptoni de 1%, dupa recoltare densitatea bacteriana a fost de 5,20 - 10’
celule/mm” (dupa doui ore), ajunge la valoarea de 20,10 - 10° celule/mm?” dupa 18 ore si la
23,80 - 10° celule/mm” (dupd 24 de ore), urménd ca la 72 de ore si atingi valoarea de 28,80 -

10° celule/mm? (figura 8.5). Coeficientul de linearitate a fost mai scazut de 0,83 la 48 de ore,
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in cazul aditiilor de substante organica 0,95. De asemenea, valoarea pantei y a fost de 3,06

comparativ cu proba control 1,86.

4 ™\
30 11 & Martor ®0.1% A0.5% 1%
E
E
°
(3]
E
s
Jof
‘D
c
[
[a]
\ Timp (ore) y

Figura 8.5. Dinamica densitatii bacteriene in cursul formarii bacterioneustonului in recipiente

(cutii de depozitare) cu apa de mare suplimentata cu benzina (0,1%, 0,5%,1%)

Coeficientii R de linearitate au fost mai scazuti la 48 de ore de 0,97, in cazul suplimentarii
cu 0,1% peptond, comparativ cu valorile de 0,94 si 0,91 pentru suplimentarea cu 0,5% si 1%.
De asemenea, valoarea pantei y a fost mai scazuta de 3,74, fata de 4,04 si respectiv 4,41.

Dupa cum se poate observa In figura 8.6 sunt diferente majore intre dinamica densitatii
celulelor din structura bacterioneustonului 1n recipienturile cu variatii ale concentratiei de
benzina.

Dupa cum se poate observa in figura 8.6 sunt diferente majore intre dinamica densitatii
celulelor din structura bacterioneustonului in recipientele cu variatii ale concentratiei de
benzina.

In proba martor (fird aditie de substanti organica) dupa doud ore de la recoltare densitatea
bacteriand a fost de 1,24 - 10° celule/mm? dupa 18 ore ajunge la valoarea de 5,40 - 10’
celule/mm” si dupd 24 de ore la 7,90 - 10” celule/mm?, urmand ca la 72 de ore si atingi
valoarea de 14,30 - 10° celule/mm? (figura 8.6).

In cazul aditiei unei concentratii scizute de benzina de 0,1 %, dupa doui ore de la recoltare
densitatea bacteriani a fost de 9,10 - 10° celule/mm?, dupa 18 ore ajunge la valoarea de 13,10
- 10? celule/mm? si dupd 24 de ore la 11,22 - 10° celule/mm?, urmand ca la 72 de ore sa atingi

valoarea de 17,30 - 10° celule/mm? (figura 8.6).
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In recipientul cu benzini de 0,5% densitatea bacteriani a fost de 2,30 - 10° celule/mm?* dupa
doui ore de la recoltare, ajunge la valoarea de 10,1 - 10° celule/mm?® dupi 18 ore si la 13,0 -
10° celule/mm? dupa 24 de ore, urmand ca la 72 de ore si atinga valoarea de 21,30 - 10°
celule/mm? (figura 8.6).

In cazul aditiei unei concentratii crescute de benzini de 1%, dupa doui ore de la recoltare
densitatea bacteriani a fost de 2,51 - 107 celule/mm?, dupa 18 ore ajunge la valoarea de 13,10
- 10° celule/mm? si dupa 24 de ore la 17,80 - 10° celule/mm? urménd ca la 72 de ore si atinga
valoarea de 24,80 - 10° celule/mm?” (Figura 8.6).

Coeficientii R de linearitate au fost mai scazuti de 0,99, iar in cazul suplimentarii cu 0,1%
benzind, comparativ cu valorile de 0,97 si 0,98 pentru suplimentarea cu 0,5% si 1%. De
asemenea, valoarea pantei y a fost mai scazuta de 2,85, fatd de 3,78 si respectiv 4,33 la 48 de
ore (Figura 8.7).

Cunliffe si colab. au realizat in 2009 o serie de experimente 1In recipiente cu apa din
fiorduri, care au fost suplimentatd cu nutrieti (16mM NaNO; and 1mM KH,PO4) pe o
perioada de 11 zile. Monitorizarea probelor a avut loc zilnic, dar probele semnificative s-au
colectat la inceputul experimentului la cinci zile si dupa zece zile la sfarsitul experimentului.

Analiza probelor s-a realizat prin doud metode, citometria de flux si analiza cantitativa prin
PCR (Q-PCR) a genelor bacteriene 16S rARN. Probele au fost colorate cu verde SYBR, iar in
urma analizei densitatea bacteriand a probelor mai vechi de cinci zile, imersate n apa de mare
a fost intre 2,8 - 10° si 8,0 - 10’ celule mL" (adicd 5,5 - 10°), in probele din recipientele
martor si intre 1,1 - 10° si 9,6 - 10° celule mL! (adica 6,6 - 105) in recipientele cu adaus de
nutrienti. In a zecea zi s-a observat o crestere semnificativa a coeficientului recipientelor cu
suplimentare organica (P=0,004), pentru celulele din recipientele cu adaus de nutrienti, cu o
valoare de 7,6 - 10° — 1,8 - 10° celule mL™" (adica 1,4 - 10°), dar nu si in proba martor cu o
valoare de 5,1 - 10° — 8,9 - 10° celule mL™* (adica 6,9 - 105) (v. Cunliffe si colab., 2009).

Densitatea bacteriand 1n stratul de suprafatd urmeaza acelasi mod de crestere ca cel din
probele preluate din stratul din imediata vecindtate a suprafetei. Schimbarile valorilor
densitatii celulelor bacteriene din stratul de suprafata mai de vechi de cinci zile de la imersare,
in apa de mare au fost intre 5 - 10° —7,1 - 10° celule mL™" (adica 6 - 10%), in probele de
recipient martor si intre 6,1 - 10° — 1- 10° celule mL" (adica 7,7 - 105) in recipientele cu
supliment de nutrienti. Odata cu cresterea bacteriana din probe dupa a zecea zi s-a observat o
crestere semnificativd a coeficientului recipientelor cu suplimentare organica (P=0,001),
pentru celulele din recipientele cu adaus de nutrienti, cu o valoare de 8 - 10° —1,9- 10° celule

mL" (adicd 1,5- 10°), dar nu si in proba martor cu o valoare de 4 - 10°-1- 10° celule mL"
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(adica 6,1 10°). Densitatea bacteriana din stratul de suprafati era mai mica de 1,4 - 10° celule
mL" (Cunliffe si colab. 2009).

Numarul de bacterii heterotrofe din stratul de suprafatd (UFC 22°C) a fost cu 2,0 — 13.3 ori
mai mare decat numarul bacteriilor din stratul invecinat (P <0,001) unde numarul de celule a
fost intre 1,48 si 12,52 - 10° celule ml™, in timp ce UFC a variat intre 0,35 si 0,94 - 10° celule
ml™ conform cu observatiilor lui Kalwasifiska si Donderski (2005).

Studiile au demonstrat cd numarul de bacterii din stratul de suprafatd este mai crescut decat
cel al bacteriilor din stratul invecinat potrivit observatiilor lui Apine (1989), cit. de
Kalwasinska si Donderski (2005), Maki si Herwig (1991), dar si Donderski si colab. (1998),
Mudryk si colab. (1999). Numarul crescut al bacteriilor din stratul de suprafata este favorizat
de concentratia mai crescuta a nutrientilor din acest strat care functioneaza ca un stimulator
pentru bacteriile de la acest nivel (Kalwasinska si Donderski, 2005).

Walczak a realizat in 2008 un studiu asupra densitatii celulelor bacteriene de la nivelul
stratului de suprafata si cele din stratul adiacent prin analiza probelor de apa in recipinte
sterile din care au fost colectate probele de 10 ml. Analiza probelor a vizat numarului total de
bacterii (NTB), numarului de bacterii active metabolic (NTAB), activitatea dehidrogenazei,
rata proteinelor si sinteza ADN-ului. Probele au fost filtrate, coloarate cu acridine orange si
analizate prin metode de cuantificare directa la microscopul cu epiluorescenta.

Schimbarile valorilor (NTAB) dupa 24 de ore au fost mai crescute comparativ cu cele
obtinute in cazul (NTB). In luna mai valorile medii ale lui NTAB, pe timpul zilei, in
microstratul de suprafatd a fost de 8,35 - 10° celule cm™, in timp ce in perioadele nocture au
ajuns la valoarea de 17,14 - 10° celule cm™. Valorile metabolismului celular au fost mai

ridicate Tn perioadele nocture din luna iulie Walczak (2008).

CONCLUZII GENERALE

1. Formarea biofilmelor pe sticla este mai rapida in apa de mare cu salinitati apropiate (10
g/L si 15 g/L) de salinitatea naturala medie (17 g/L) decat la 5 g/LL . Dupa 12 ore densitatile
celulare in biofilmele formate la 5 g/L, 10 g/L si 15 g/L sunt de 13,4 - 10 celule/mm?, 18,7 -

10? celule/mm” si respectiv la 26,7 - 10 celule/mm”.
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2. Formarea biofilmelor pe sticld este mai rapida la temperatura de 18°C decat la 6°C, dupa
12 ore densitatile celulare in biofilme fiind de 26,7 - 10° celule/mm? si de respectiv 17,2 - 10°

celule/mm?.

3. Formarea biofilmelor pe sticla este mai rapida in conditii statice comparativ cu situatia
experimentala a circularii acesteia prin pompe, densitatea celulard in biofilme fiind dupa 12

ore de 21,2 - 10% celule/mm” si de respectiv 17,4 - 10* celule/mm?®.

4. Suplimentarea apei de mare cu substante organice in concentratie de 0,1% a condus dupa
72 de ore la cresterea densitatii celulare in biofilme de la valoarea de 30,9 - 10* celule/mm?” in
cazul amestecului de aminoacizi, 28,85 - 10* celule/mm’ ‘in cazul triptonei, 26,9 - 10*
celule/mm? in cazul glucozei, 25,8 - 10* celule/mm?, in cazul amidonului si respectiv de 25,8 -
10* celule/mm?, in cazul extractului de levurd, comparativ cu proba martor la care densitatea

celulelor a fost de 39,5 - 10° celule/mm?.

5. Formarea biofilmelor pe suportul hidrofil (sticld) este mai lentd decat pe suport hidrofob
(parafilm si teflon), dupa opt ore de la initierea experimentelor densitatea celulelor din biofilm
fiind de 1,70 - 10° celule/mm? (sticld) comparativ cu densitatea de 3,35 - 10° celule/mm?

(parafilm) si respectiv de 3,88 - 10° celule/mm? (teflon).

6. Formarea bacterioneustonului este mai rapidd in apa de mare cu salinitati apropiate (15
g/L si 25 g/L) de salinitatea naturalda medie (17g/L) a Marii Negre decat la 10 g/L s1 5 g/L .
Dupa 72 ore densitatile celulare in biofilmele formate la 15 g/L (14,10 - 10° celule/mm?) si 25
g/L (14,90 - 10° celule/mmz) sunt mai mari comparativ cu rezultatele obtinute la salinitatea de

5 g/L (6,24 - 10? celule/mm?) si 10 g/L (7,24 - 10° celule/mm?).

7. Formarea bacterioneustonului este mai rapida la temperatura de 23°C sau 18°C decat la
6°C, dupa 72 ore densitatile celulare in biofilme fiind de 14,33 - 10° celule/mm?, 7,56 - 10°

celule/mm” si respectiv de 0,40 - 10° celule/mm?.
8. Densitatea celulelor moarte creste in timp (de la 24 la 72 ore), atat in bacterioneustonul

format la salinitatii de 5 g/L (1 - 10° celule/mm?), 10 g/L (2,04 - 10° celule/mm?), 15 g/L

2,14 - 10° celule/mm2), 25 g/l (2,21 -10° celule/mmz), cat si in bacterioneustonul format la
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temperaturi diferite 6°C (1,07 - 10° celule/mm?), 18°C (1,14 - 10° celule/mm?) si 23°C (2,33 -

10° celule/mmz).

9. Suplimentarea cu peptond in concentratii de 0,1%, 0,5% si 1% a determinat dupa 72 de
ore de la initierea experimentelor o crestere a densitatii celulare din bacterioneuston de 24,30 -
10° celule/mmz, 26,30 - 10* celule/mm?>, respectiv de 28,80 - 10° celule/mm?, comparativ cu

proba martor la care densitatea celulard dupi 72 de ore este de 14,30 - 10° celule/mm?.

10. Adaugarea de benzina in concentratii de 0,1%, 0,5% si 1% a determinat dupa 72 de ore
de la initierea experimentelor o crestere a densitatii celulare, pana la valori de 17,30 - 10°
celule/mm?, 21,30 - 10° celule/mm” si respectiv de 24,80 - 10* celule/mm? comparativ cu

proba martor la care densitatea celulard dupa 72 de ore a fost de 14,20 - 10° celule/mm”.

PERSPECTIVELE CERCETARII

e Determinarea taxonomica a procariotelor marine din structura biofilmelor obtinute in conditii in vitro.
e Analiza biofilmelor prin microscopie electronica.

e  Utilizarea unor substante cu rol in prevenirea si combaterea formarii biofilmelor pe suprafete.

e  Analiza activitatii enzimatice a biofilmelor formate in conditii in vitro.

e Analiza chimicd a exopolizaharidelor din structura biofilmelor formate in vitro.

e  Utilizarea unor suprafete modificate fizic sau chimic pentru formarea biofilmelor in conditii in vitro.

e Realizarea unor experimente privind formarea biofilmelor in conditii in situ.
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