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1. Scopul proiectului

Studierea vietii microbiene din apele si nisipurile recreationale a fost, pana de curand, un
domeniu complet ignorat in Romania, in ciuda cresterii semnificative a utilizarii acestor
ecosisteme 1n scopuri turistice si de agrement. Absenta unor date concrete privind calitatea
microbiologica a acestor medii reprezinta o vulnerabilitate majora in contextul sanatatii publice.

Incepand cu anul 2020, odati cu infiintarea primului grup national de cercetare dedicat
studierii microorganismelor din mediile recreationale, am initiat un program sistematic de
investigare a calitatii microbiologice a litoralului roménesc. Ulterior, din 1 martie 2025, acest
demers a fost extins la nivel international prin formarea consortiului CLIME — ClLinically
Important Microorganisms in the Environment, avand ca obiectiv analiza microorganismelor cu
relevanta clinica prezente in medii naturale. Activitatile s-au concentrat in mod special pe Marea
Neagra, una dintre cele mai vizitate destinatii turistice din Romania, dar si un ecosistem marin de
o complexitate ecologica deosebitd, cu o biodiversitate semnificativa si un patrimoniu natural de
importanta strategica pentru regiunea Europei de Sud-Est.

Marea Neagra, desi ofera oportunitati esentiale pentru dezvoltarea durabild prin turism si
transport maritim, se confrunti cu o presiune ecologicid fari precedent. In ultimele decenii,
activitatile umane intense au dus la dezechilibre ecologice majore. Fenomene precum eutrofizarea
(cresterea excesiva a algelor, cauzata de aportul ridicat de nutrienti), hipoxia (scaderea oxigenului
dizolvat), pescuitul excesiv, dar si introducerea de specii invazive au alterat profund structura si
functionalitatea ecosistemului marin. in paralel, schimbarile climatice contribuie la cresterea
temperaturii apei si la intensificarea fenomenelor meteorologice extreme, amplificand astfel
potentialul de raspandire si supravietuire a unor microorganisme patogene sau rezistente la
tratamente antimicrobiene.

Pe acest fundal, utilizarea apei si a nisipului de pe litoral in scop recreational cu activitati
precum scaldatul, plaja, sporturile acvatice, expune tot mai multi oameni la riscuri infectioase
insuficient intelese si slab monitorizate In Romania. Contactul direct cu aceste medii, in special de
catre copiii mici, persoanele imunocompromise sau turistii nerezidenti, poate favoriza aparitia unor
infectii cutanate, respiratorii, gastrointestinale sau fungice, inclusiv infectii cu tulpini rezistente la
antimicrobiene. Lipsa reglementarilor clare si a sistemelor de supraveghere microbiologica
aplicate si pentru nisipul de pe plaja (nu doar pentru apd) reprezinta o lacund semnificativd in
politicile actuale de sanatate publica.

In acest context, demersul nostru stiintific urmareste nu doar umplerea unui gol de
cunoastere, ci si crearea unei baze de date nationale privind contaminarea microbiand a mediilor
recreationale costiere, cu accent pe rezistenta la antimicrobiene si prezenta biofilmelor, doua
aspecte critice, dar adesea neglijate, In analiza riscului epidemiologic asociat zonelor de coasta.

Microorganismele oportuniste si patogene pot contamina habitatele apelor recreationale
prin mai multe surse, inclusiv:

v’ materii fecale eliminate direct pe plaja de catre oameni, pasari sau animale,
v' afluxul de ape de suprafata,
v' scurgeri de ape pluviale sau de ape subterane contaminate anterior (Figura 1).
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Figura 1 — Diagrama conceptuala care ilustreaza procele cheie ce influenteaza microbiota
in zona de langa tarm (Bostanaru-liescu, et. al., 2025)

Odata introduse in mediu, aceste microorganisme pot persista si chiar prolifera in habitate
extraintestinale, cum ar fi macrofitele acvatice, sedimentele si biofilmele microbiene. Aceste medii
oferd conditii favorabile pentru supravietuirea si multiplicarea lor, facilitand reintroducerea
periodica a agentilor patogeni in coloana de apa.

In ultimii ani, pe plajele litoralului Marii Negre au fost raportate numeroase cazuri de
enterocolitd bacteriana severa, afectand atat copiii, cat si adultii. In acest context, prezentul proiect
a avut ca obiectiv principal supravegherea epidemiologica a plajelor, prin monitorizarea
urmatorilor indicatori microbiologici:

v" coliformii termotoleranti,

v enterococii,

v" levurile si dermatofitii.

Contaminarea microbiana a fost evaluata utilizand atdt metode conventionale, cat si tehnici
moderne, care urmeaza a fi analizate in etapa finala a proiectului cu ajutorul inteligentei artificiale,
conform unui algoritm de supraveghere epidemiologica dezvoltat in cadrul proiectului.

In ultimii ani, Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) a revizuit standardele microbiologice

pentru garantarea sigurantei apelor recreationale. Totodata, OMS recomanda monitorizarea atat a
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apei, cat si a nisipului de pe plaje, in vederea detectarii contaminarii bacteriene, inclusiv a agentilor
patogeni enterici si fungici. Prin urmare, scopul general al proiectului este de a realiza o evaluare
calitativa si cantitativd a coliformilor termotoleranti, enterococilor, levurilor oportuniste si
patogene, precum si a dermatofitilor, alaturi de analiza profilului de rezistentd antimicrobiana al

izolatilor cu potential patogen.

2. Obiectivele proiectului

Obiectivele proiectului din cadrul acestei etape au vizat activitati cu un caracter original,
care raspund cerintelor actuale privind monitorizarea microbiologicd a mediului costier si
prevenirea riscurilor pentru sanatatea publica:

Obiectivul 1: Recoltarea si pregatirea probelor de apd si nisip

Studiul de fatd a luat in considerare mai multi parametrii fungici in ceea ce priveste
contaminarea nisipului si apei din 23 de plaje de pe litoralul romanesc al Marii Negre. Pentru a
investiga abundenta si diversitatea fungilor din nisip si apa de mare, au fost prelevate probe din
plaje situate atat in zonele urbane, cat si neurbane.

In vederea izolarii levurilor din probele de apa a fost utilizat un sistem portabil
multifunctional de recoltare a apei, bazat pe concentrarea microorganismelor prin ultrafiltrare. De
asemenea, zona de recoltare a fost extinsa la patru puncte diferite pe fiecare plaja, pentru a asigura
o0 acoperire mai relevantd a contaminantilor bacterieni si fungici (levurici).

Obiectivul 2: Screening microbiologic periodic al apei si nisipului

Monitorizarea parametrilor microbieni: coliformii termotoleranti, enterococii, levurile si fungii
filamentosi cu semnificatie clinica;

Realizarea evaluarii cantitative a incarcaturii bacteriene si fungice;

Izolarea si identificarea agentilor patogeni din probele analizate;

Determinarea profilului de rezistenta la antimicrobiene pentru izolatele bacteriene si fungice;
Investigarea prezentei si raspandirii genelor de rezistentd antimicrobiand (AMR) in mediu, cu
accent pe rezistenta la azoli in cazul speciilor din cadrul genului Candida.

biectivul 3: Evaluarea biofilmului din nisipul de pe plaje

Analiza formarii si caracteristicilor biofilmului pe substraturi de nisip cu dimensiuni

granulometrice si compozitii chimice diferite.



Dezvoltarea unui model conceptual matematic care descrie eliberarea bacteriilor si levurilor din
nisip, cu scopul de a estima riscul asupra sdnatatii umane.

Obiectivul 4: Dezvoltarea unui instrument interactic asistat de inteligenta artificiald (Machine
learning) pentru recunoasterea si cuantificarea indicatorilor microbieni din apa si nisip
Implementarea unui sistem automat de detectie si enumerare a indicatorilor bacterieni (coliformii
termotoleranti si enterococii) In probele de apd marina si nisip, cu procesare realizata in aceeasi zi
cu recoltarea, pentru cresterea acuratetei datelor microbiologice.

Acesta a constat in dezvoltarea unui instrument interactiv bazat pe inteligenta artificiala (Machine
Learning), destinat detectiei si clasificarii godeurilor pozitive obtinute in microplaci.

Integrarea acestui instrument In fluxul de lucru de laborator, pentru automatizarea si standardizarea

interpretarii rezultatelor, reducand astfel eroarea umana si timpul de analiza.

3. Materiale si metode
Activitatea 1 — Recoltarea si pregatirea probelor de apa si nisip din 23 de plaje de pe
litoralul Marii Negre
Activitatea a constat in prelevarea si pregatirea probelor de apa si nisip dintr-un numar de
22 de plaje situate de-a lungul litoralului Marii Negre si in zona Lacului Neptun I. Strategia de
esantionare a fost fundamentatd pe criterii de selectie specifice, incluzand recoltarea din patru
tipuri de microhabitate: zona uscatd a plajei, zona de nisip umed influentata de valuri, zona unei
plaje de coasta si cea a unei plaje interioare.
Prelevarea probelor s-a realizat atat in areale urbane, cat si non-urbane (conform Figurei
2), cu o frecventd ridicatd in sezonul estival. Simultan, au fost monitorizati parametrii
meteorologici relevanti, respectiv temperatura aerului si umiditatea relativd (HR), pentru a corela
eventualele variatii cu conditiile de mediu inregistrate pe parcursul campaniilor de esantionare.
Pregatirea si incubarea probelor. Etapele de pregatire si incubare a probelor au fost
realizate conform metodologiei descrise anterior in cadrul proiectului Mycosands (Brandao J.,
Bostanaru-Iliescu A.C., 2021), utilizand metoda clasica inclusd in ghidurile internationale pentru

monitorizarea apelor recreationale.
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Figura 2 - Distributia geografica a punctelor de esantionare folosind cartografierea cu QGIS (Versiunea
3.10.0-A Coruria). Punctele din cadrul formelor indica locurile de prelevare a probelor de apa si nisip
Pe langa aceasta abordare conventionald, a fost integratd o altd tehnicd de procesare a
probelor de apa, constand in utilizarea unui sistem portabil de concentrare bazat pe ultrafiltrare
(Figura 3). Acest dispozitiv ofera multiple avantaje, dintre care cele mai importante sunt:
» detectia sporitd a agentilor patogeni, inclusiv in cazul unei concentratii microbiene scazute;
» cuantificarea precisd a levurilor, contribuind la o evaluare microbiologica mai fidela;

» reducerea variabilitatii inter-proba, aspect esential pentru acuratetea programelor de

monitorizare pe termen lung.

Figura 3 - Diagrama sitemului de ultrafiltrare si concentrarea agenfilor patogeni din apa

Volumele adecvate din fiecare probd de apd au fost filtrate aseptic prin membrane cu
porozitatea de 0,45 um, utilizand un sistem de filtrare cu vid (Sartorius, Marea Britanie).
Membranele obtinute au fost plasate pe medii selective si incubate in doud regimuri, in functie de
indicatorul microbiologic urmarit: pentru detectarea prezumtiva a speciei Escherichia coli,

incubarea s-a realizat initial la 44°C.



Activitatea 2 — Screening periodic pentru evaluarea microbiologica a apei si nisipului

Evaluarea microbiologica a fost realizatd prin determinarea urmatorilor indicatori:
coliformii termotoleranti, enterococii, levurile si fungii filamentosi cu semnificatie clinica. Analiza
cantitativa a fost efectuatd in conformitate cu standardul ISO 13528:2015, pentru determinarea
valorilor totale cu un nivel de incredere de 95%. Interpretarea rezultatelor analitice s-a realizat
conform recomandarilor Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), respectiv: 60 MPN/g pentru
enterococi (metoda numarului cel mai probabil — MPN), echivalent cu 200 CFU/100 mL in apa,
asociat unui risc de imbolnavire sub 5%; pentru levuri, pragul considerat a fost de 90 CFU/g,
indiferent de specie. Estimarea valorilor MPN pentru Escherichia coli si Enterococcus spp. s-a
realizat utilizind medii fluorogene si microplaci standardizate MUD, in conformitate cu
standardele EN ISO 9308-3:1999 si EN ISO 7899-1:1999.

Izolarea si identificarea coliformilor termotoleranti, enterococilor, levurilor si
dermatofitilor. 1zolarea microorganismelor a fost realizata prin metode fenotipice, utilizdnd medii
selective, neselective si cromogene specifice: RAPID'E.coli2 Agar (Bio-Rad) si
RAPID'Enterococcus Agar (Bio-Rad) pentru bacterii, respectiv Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
si agar Mycosel (suplimentat cu cicloheximidd si cloramfenicol) pentru fungi. Identificarea
microorganismelor izolate s-a efectuat prin metode proteomice si moleculare: spectrometrie de
masd de tip MALDI-TOF MS si secventiere a regiunii ITS (Internal Transcribed Spacer).
Incubarea placilor pentru levuri a fost realizatd timp de 5 zile pe mediul SDA, iar pentru
dermatofiti, timp de 21 de zile pe mediul Mycosel, la temperatura de 27,5 °C £+ 0,5 °C.

Activitatea 3 — Evaluarea profilului de rezistenti la antimicrobiene. Determinarea
Kirby-Bauer.

Testarea pentru producerea de beta-lactamaze cu spectru extins (ESBL) si AmpC a fost
efectuatd utilizand discuri impregnate cu cefpodoxima (10 pg), cefotaxima (30 pg) si ceftazidima
(30 pg). Interpretarea diametrelor zonelor de inhibitie s-a realizat conform criteriilor stabilite de

clasifica izolatele ca susceptibile sau rezistente.
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Activitatea 4 - Evaluarea biofilmului format pe nisipul de plaja. Pentru investigarea
influentei dimensiunii particulelor de nisip si a compozitiei chimice asupra formarii biofilmului,
au fost utilizate fractii granulometrice distincte (<125 pm, 125-250 pm, >500 pm), sterilizate
anterior (Figura 5). Nisipul a fost distribuit in godeuri sterile, urmat de inocularea cu suspensii

standardizate de microorganisme marine (107 ufc/mL).
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Figura 5 — Schema experimentald de formare a biofilmului pe nisip



Dupa adaugarea apei marine sterile, probele au fost incubate in conditii controlate pentru
a permite dezvoltarea biofilmului. Ulterior perioadei de incubare, nisipul a fost spalat usor cu
solutie salina sterila pentru a indeparta celulele neaderente. Evaluarea activitatii metabolice a
biofilmului s-a realizat utilizdnd testul XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazoliu-5-carboxanilidd), care cuantifica activitatea enzimatica a celulelor viabile prin conversia
reactivului XTT Intr-un compus colorat (portocaliu). Reactivul a fost adaugat in fiecare godeu, iar
probele au fost incubate timp de 2—4 ore, la o temperatura cuprinsd intre 30—37°C, in intuneric.
Absorbanta a fost masurata spectrofotometric la 492 nm, iar valorile optice obtinute (DO) au fost

considerate direct proportionale cu densitatea si viabilitatea biofilmului.

Activitatea 5 - Dezvoltarea unui instrument interactiv asistat de inteligenta artificiala
pentru analiza indicatorilor microbiologici din apa si nisip
Obiectivul principal al acestei activitdti a fost dezvoltarea unui instrument software

interactiv, implementat n limbajul de programare Python, destinat detectiei si cuantificarii
automate a indicatorilor microbiologici (coliformi si enterococi) din probe de apd si nisip, cu
relevanta directd pentru evaluarea riscului microbiologic clinic.

Solutia propusa integreaza un model de invatare automatd (Machine Learning) pentru
detectia si clasificarea godeurilor fluorescente din imaginile obtinute prin citirea microplacilor,
corelatd cu un modul interactiv de control vizual care permite validarea, ajustarea si corectarea
manuala a rezultatelor.

Instrumentul este deosebit de util in fluxurile de lucru din laboratoarele de microbiologie,
in special in contexte unde este necesard o precizie ridicatd in identificarea si cuantificarea
indicatorilor microbiologici, utilizate in monitorizarea sigurantei microbiologice a apei marine si

a nisipului de pe plaje.

4. Rezultate si discutii

S-a observat o crestere sezonierd a incarcaturii fungice in unele plaje, probabil asociata cu
activitatea umanad si surse specifice de poluare. Numarul total de ciuperci filamentoase a variat
intre mai putin de 10 si peste 1750 UFC/L de apa. Aceasta variatie ampla in concentratia fungilor
filamentosi indicd o influentd semnificativa a factorilor externi asupra nivelului de contaminare

fungicd din mediul marin costier. Cresterea sezoniera sugereazd ca temperatura, umiditatea,



frecventa turistilor si aportul de nutrienti/poluare din surse punctiforme (ape reziduale, scurgeri de
pe plaje urbanizate etc.) ar putea favoriza proliferarea fungilor.

Valorile ridicate, de peste 1750 UFC/L, pot semnala riscuri potentiale pentru sanatatea publica,
in special in cazul persoanelor cu imunitate scazuta sau cu rani deschise care vin in contact cu apa
contaminati (Figura 6). In acest context, este importantd monitorizarea continui a calititii

microbiologice a apei si identificarea surselor de contaminare.

Seasonal Variation of Filamentous Fungi Load in Water by Beach

te4

~ | (UFCIL APA)

Figura 6 — Numarul total de fungi filamentosi din probele de apa (UFC/L)

Initial, in timpul procesarii probelor de apd, s-au obtinut valori cuprinse intre 0 si 35
UFC/mL de apa de mare. Totusi, dupa filtrarea apei, incarcatura microbiand a crescut semnificativ,
variind intre 50 si 750 UFC/L. Diferenta observatd intre valorile obtinute Tnainte si dupad filtrare
indica eficienta procesului de concentrare microbiand prin filtrare, metoda care permite detectarea
mai precisa a contamindrii microbiene, in special in cazul probelor cu incarcaturd initiala scazuta.

Valorile initiale intre 0 si 35 UFC/mL pot sugera o aparenta calitate buna a apei, insa dupa
filtrare cdnd microorganismele sunt concentrate intr-un volum redus, cresc semnificativ (50-750
UFC/L), indicand o contaminare reala, anterior subdeterminata (Figura 7). Aceastd observatie
subliniazd 1importanta folosirii tehnicilor de filtrare pentru o detectie sensibila a
microorganismelor, mai ales Tn medii marine, unde dilutia naturala poate masca prezenta agentilor
patogeni. Valorile ridicate post-filtrare pot avea implicatii in evaluarea riscurilor pentru sanatatea

publica in zonele de imbdiere sau pentru protectia ecosistemelor acvatice.



Filamentous Fungi Load in Non-Filtered vs Filtered Water (CFU/L)
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Figura 7 — Compararea numarului total de fungi filamentosi cuantificati prin
metoda Mycosand si prin filtrarea probelor de apa

O situatie similara a fost observata si In cazul levurilor. Numarul total de levuri a variat

intre mai putin de 10 si 7100 UFC/L de apa (Figura 8).
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Figura 8 — Numarul total de levuri din probele de apa (UFC/L)



Valorile foarte variabile ale concentratiei de levuri In probele de apa de mare (sub 10 pana
la 7100 UFC/L) indica o prezentd neuniformad, influentatd probabil de factori locali, cum ar fi
intensitatea activitatii umane, poluarea organica si conditiile climatice (temperaturd, salinitate,
curenti).

Concentratiile scazute (<10 UFC/L) sugereaza zone cu impact minim asupra microbiotei
fungice, in timp ce valorile extrem de ridicate (pana la 7100 UFC/L) pot reflecta o contaminare
puternica, posibil de origine antropogenicd (ape uzate, deseuri organice, scurgeri de pe plajele
aglomerate etc.).

Prezenta levurilor In concentratii ridicate poate reprezenta un indicator al poluarii organice
si poate influenta echilibrul ecologic al zonei marine, avand totodatd implicatii asupra sanatatii
umane, 1n special pentru pacientii imunosupresati.

Aceste rezultate evidentiazd necesitatea monitorizarii continue a calitatii microbiologice a

apelor de Tmbaiere, dar si adoptarea unor masuri de prevenire a poludrii in zonele costiere.
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Figura 9 — Compararea numdrului total de levuri cuantificati prin

metoda Mycosand si prin filtrarea probelor de apd



Initial, in timpul procesarii probelor de apa, s-au obtinut valori cuprinse intre 0 si 200
UFC/mL de apa de mare. Dupa filtrare, insa, incarcatura microbiana a crescut semnificativ, variind
intre 50 si 7100 UFC/L (Figura 9).

Aceastd crestere semnificativd a incarcaturii microbiene dupa procesul de filtrare
evidentiaza eficienta metodei de ultrafiltrare in concentrarea microorganismelor din probele de apa
marind. Valorile initiale (0-200 UFC/mL) pot subestima prezenta reala a microorganismelor, n
special Tn medii diluate, cum este apa marii.

Dupa aplicarea filtrarii, care permite acumularea microorganismelor intr-un volum redus,
numadrul coloniilor detectate a crescut pand la 7100 UFC/L, ceea ce reflectd o contaminare
microbiand mult mai mare decat s-ar fi presupus initial. Totodata, rezultatele pot indica prezenta
unor surse locale de poluare, cum ar fi deversarile de ape uzate sau activitatile turistice intense,
care pot contribui la cresterea incarcaturii biologice a apei.

Prin utilizarea mediului selectiv CHROMagar si incubarea la 37°C, am reusit izolarea
selectiva a levurilor cu relevanta clinica, care au aparut in numar mai redus comparativ cu cele

care ar fi putut creste la 30°C pe un mediu non-selectiv (Figura 10).

Comparison of Yeast Growth on CHROMagar (37°C) vs SCA (30°C)
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Figura 10 - Compararea levurilor izolate pe CHROMagar (37°C) si SCA (30°C)

Aceste rezultate sugereazad cd incubarea la 37°C, favorizeaza selectia speciilor patogene,
adaptate mediului uman, in timp ce temperatura mai scazutd (30°C) si utilizarea unui mediu
neselectiv permit dezvoltarea unui spectru mai larg de levuri, inclusiv specii saprofite sau cu
relevanta redusa clinic. Mediul CHROMagar aduce un avantaj suplimentar prin capacitatea sa de

a diferentia specii de Candida pe baza culorii coloniilor, facilitdnd astfel identificarea preliminara



si selectia tulpinilor de interes clinic. Aceasta abordare metodologica imbunatateste specificitatea
izoldrii in context diagnostic si poate contribui la reducerea riscului de suprainfectare sau
colonizare cu specii comensale.

Speciile cel mai frecvent izolate si identificate din probele de apa au fost: Candida krusei,
Candida albicans si1 Candida parapsilosis (Figura 11). Prezenta acestor specii de Candida in apa
testatd indica un potential risc microbiologic, mai ales in contextul in care unele dintre aceste specii
sunt recunoscute pentru patogenitatea lor oportunista. Candida albicans este una dintre cele mai
frecvent intalnite specii implicate in infectii umane, in special la pacientii imunocompromisi.
Candida krusei este notabila pentru rezistenta intrinseca la fluconazol, ceea ce o face relevanta din
punct de vedere clinic. Candida parapsilosis este adesea asociata cu infectii nosocomiale, in

special in cazul utilizarii cateterelor sau altor dispozitive invazive.

Yeast Species Distribution in All Samples (Water)

Species (Relative %)
Candida krusei/lssatchenkia orientalis (24.1%)
Candida albicans (20.4%)
Candida parapsilosis (13.0%)
Candida lusitaniae/Clavispora lusitaniae (9.3%)
Geotrichum candidum/Galactomyces geotrichum (7.4%)
Candida kefyr/Kluyveromyces marxianus (3.7%)
Candida tropicalis (3.7%)
Magnusiomyces capitatus (3.7%)
Trichosporon asahii (3.7%)
Candida dubliniensis (1.9%)
Candida guilliermondii (1.9%)
Candida pararugosa (1.9%)
Geotrichum bryndzae (1.9%)
Trichosporon mucoides (1.9%)
Geotrichum candidum (1.9%)

All Samples (Water)

Number of Isolates

Figura 11 — Principalele specii de levuri identificate din probele de apa

Detectia acestor specii in surse de apa recreativa potential utilizate de oameni poate sugera
o contaminare fecaloida, o igiend precard a sistemului de distributie sau o sursd de apa netratata
corespunzator. Rezultatele subliniazd necesitatea unei monitorizari constante si a unor masuri de
control pentru prevenirea riscurilor de sanatate publica.

Luand in considerare atit probele de apa, cat si cele de nisip, speciile de levuri cu frecventa
comund ridicatd au fost: Candida parapsilosis, Candida lusitaniae, Candida krusei si Candida

albicans (Figura 12).



Combined Yeast Species Distribution in All Samples (Sand + Water)

All Samples (Sand + Water)

o 20 40 60 a0 100
Number of Isolates

Species (Relative %)

mm candida parapsilosis (25.5%) mmm Candida guilliermondii (2. 7%) mm Meyerozyma guilliermendii (0.9%) e Candida inconspicua (0.9%)

mm candida pora lusitaniae (22.7%) mm Metschnikowia pulcherrima (1.8%)  WEM Candida pararugosa (0.9%) E Geotrichum candidum (0.9%)
e candida krusei/lssatchenkia orientalis (11.8%) e Trichosparon asanii {1.8%) BN Debaryomyces hansenii (0.9%) E Trichasporon mucoides (0.9%)
= candida albicans (10.0%) B Magnusiomyces capitatus (1.8%) E Candida pelliculosa (0.9%) BN candida dubliniensis {0.9%)

= Geotrichum candidumyGalactomyces geotrichum (4.5%) =W Candida tropicalis (1.8%) = Geotrichum bryndzae {0.9%] = Rhodotorula mucilaginesa (0.9%)
m Candida kefyr/Kluyveromyces marxianus (4.5%) = Cadida orthopsilosis (0.9%) m Candida lusitaniae (D.9%)

Figura 12 — Principalele specii de levuri identificate in probele de apa si nisip

Identificarea speciilor comune in ambele medii, apa si nisip, oferd informatii valoroase
privind adaptabilitatea fungilor la conditii variate de umiditate, temperaturd si compozitie
substratald. Prezenta acelorasi specii in ambele surse indicd faptul cd acestea au o capacitate
ridicatd de supravietuire si diseminare in mediile costiere, fiind potential indicatori biologici ai
contamindrii antropice sau ai unui dezechilibru ecologic.

Mai mult, frecventa ridicatd a unor specii comune sugereaza ca aceste microorganisme ar
putea beneficia de aporturi recurente de nutrienti (de exemplu, resturi organice, poluare cu deseuri,
activitate umand intensd), care le favorizeaza dezvoltarea simultan in apa si nisip. Aceastd
suprapunere intre surse justifica necesitatea unei abordari integrate in monitorizarea fungilor de pe
litoral, Intrucdt analiza unui singur mediu (doar apa sau doar nisip) ar putea conduce la o
subestimare a riscului real microbiologic.

Mai multe izolate de mediu ale genului Pseudomonas, inclusiv P. aeruginosa, P. putida,
P. mendocina si P. monteilii, au fost recoltate din medii acvatice si costiere din Romania si Grecia
in august 2024. Aceste izolate au fost testate pentru susceptibilitate antimicrobiand folosind
metoda difuzimetrica.

Antibioticele evaluate au inclus piperacilind, acid ticarcilin-clavulanic, cefepim, imipenem,
meropenem, aztreonam, ciprofloxacina, levofloxacind si tobramicind. Interpretarea conform
pragurilor EUCAST v13.0 a aratat ca izolatele au pastrat In general susceptibilitatea la
carbapeneme si aminoglicozide, in timp ce fenotipuri intermediare sau rezistente au fost observate

ocazional pentru beta-lactamine precum ticarcilina-clavulanat si aztreonam.



Susceptibilitatea la fluorochinolone a variat in functie de specie si de locul de origine,
izolatele de P. monteilii si P. mendocina prezentand zone de inhibitie mai largi comparativ cu
tulpina clinica de P. aeruginosa (Figura 13).

Profilurile antimicrobiene observate sunt caracteristice speciilor non-clinice de
Pseudomonas, care poseda adesea mecanisme de rezistenta intrinseca, dar nu au dobandit gene de
rezistentd semnificative prin transfer genetic orizontal.

Aceste date sustin distinctia ecologica intre populatiile de Pseudomonas din medii de
mediu si cele nosocomiale, subliniind necesitatea monitorizarii rezervoarelor naturale pentru
aparitia noilor determinanti ai rezistentei. Rezultatele contribuie la eforturile de supraveghere One
Health prin stabilirea unor profiluri de susceptibilitate de baza in ecosistemele acvatice si costiere

cu interventie umand minima.
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Figura 13 —Profilul de susceptibilitate al speciilor de Pseudomonas

Aceste rezultate evidentiaza diferentele clare dintre tulpinile clinice si cele de mediu ale
genului Pseudomonas. In timp ce tulpinile de mediu manifesta rezistentd intrinsecd moderata, ele
nu par sd fi dobandit gene majore de rezistentd prin mecanisme de transfer orizontal, ceea ce
sugereaza o presiune antimicrobiana scazuta in mediile naturale.

Observatia ca P. monteilii si P. mendocina prezintd zone de inhibitie mai mari decat P.
aeruginosa sugereaza o susceptibilitate mai mare la fluorochinolone, posibil datoritd lipsei

expunerii anterioare la antibiotice. Totodatd, mentinerea susceptibilitatii fatd de carbapeneme si



aminoglicozide indicd faptul c@ aceste antibiotice isi pastreaza eficienta impotriva izolatilor de
mediu.

Aceste constatari Intdresc importanta includerii mediilor naturale in programele de
supraveghere microbiologica si antimicrobiand, pentru a Intelege mai bine circulatia potentiala a
rezistentei intre medii naturale si clinice.

Un izolat de mediu al speciei Acinetobacter Iwofii, recoltat din nisip de plaja din afara
Romaniei in august 2024, a fost evaluat pentru susceptibilitatea antimicrobiana folosind metoda
difuziei in disc. Identificat prin MALDI-TOF (Zybio), izolatul a prezentat susceptibilitate
completa la toti agentii antimicrobieni testati, inclusiv meropenem (28 mm), imipenem (36 mm),
gentamicind (25 mm), tobramicind (19 mm), levofloxacina (35 mm) si trimetoprim-
sulfametoxazol (35 mm). Ciprofloxacina a prezentat o zond de inhibitie de 38 mm, care, conform
pragurilor EUCAST v13.0 pentru Acinetobacter spp., corespunde categoriei ,,sensibil cu expunere

crescutd” (I) (Figura 14).
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Figura 14 —Profilul de susceptibilitate al speciei de Acinetobacter Iwofii

Aceste rezultate sunt In concordantd cu ecologia cunoscuta a speciei 4. [wofii, o specie
non-baumannii, tipic asociatd cu habitatele naturale de mediu, mai degraba decat cu mediile
clinice. Profilul fenotipic al izolatului confirmd absenta trasaturilor de rezistenta dobandite,
sustinand ipoteza conform cdreia mediile naturale, precum plajele nepoluate, pot reprezenta

rezervoare de tulpini sensibile la antimicrobiene.



Izolate de mediu ale speciilor Staphylococcus epidermidis s1 Mammaliicoccus sciuri au
fost colectate din medii de plaja din Romania si Grecia (Mamaia, Jupiter si Thasos) in august 2024.
Aceste tulpini, prelevate din nisip si zone de tdrm, au fost supuse testarii susceptibilitatii

antimicrobiene utilizaind metoda difuziei in disc (Figura 15) .
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Figura 15 —Profilul de susceptibilitate al speciilor de Staphylococcus si Mammalicoccus spp.

Panelul antimicrobian a inclus agenti-cheie pentru cocii Gram-pozitivi: cefoxitind (FOX),
oxacilind (OXC), fluorochinolone (OFX, CIP), aminoglicozide (gentamicind, tobramicind), [3-
lactamine (ampicilind), precum si antibiotice de ultima instanta, precum linezolid (LZD),
vancomicind (VAN), tigeciclind (TGC) si rifampicina (RIF).

Interpretarea conform pragurilor EUCAST v13.0 a aratat cd izolatele de S. epidermidis au
fost, In general, sensibile la fluorochinolone si linezolid, dar au prezentat rezistenta constantd la
oxacilind si macrolide (eritromicind), sugerand o posibild rezistentd mediatd de gena mecA.

Izolatele de M. sciuri au prezentat profiluri mai eterogene, incluzand cazuri de rezistenta
la tobramicina, cloramfenicol si vancomicind, desi aceste rezultate pot reflecta trasaturi intrinseci
de rezistenta sau artefacte metodologice, deoarece standardele de interpretare pentru speciile
Mammaliicoccus nu sunt pe deplin stabilite.

Rezultatele subliniaza diversitatea fenotipurilor de rezistentd chiar si in randul

stafilococilor coagulazo-negativi din medii naturale. Desi adesea considerati comensali sau



saprofite, acesti microorganisme pot actiona ca rezervoare de rezistenta transmisibild, in special in
zonele costiere cu activitate umand sau animald. Acest fapt sustine importanta integrarii izolatilor
non-clinici in cadrele de supraveghere One Health pentru rezistenta antimicrobiana.
Modelul experimental de biofilm permite identificarea conditiilor fizice si chimice optime
pentru formarea biofilmului pe nisip. Acest lucru este esential in:
» Monitorizarea calitatii microbiologice a plajelor;
> Studiul colonizarii bacteriene naturale sau contaminante;

» Analiza riscului patogen din zonele de coasta.

>
Tabelul 1
Modelul experimental de biofilm pe nisipul de plaja
Variabila independenta Niveluri experimentale
Dimensiunea granulelor Nisip fin, mediu, grosier
Compozitie chimica Cuart pur, nisip natural mixt, nisip cu argila
Timp de incubare (optional) 24 h,48 h, 72 h

Instrument interactiv asistat de inteligentd artificiald pentru analiza microbiologica a
apei si nisipului. Instrumentul propus integreaza inteligenta artificiald intr-un flux de lucru destinat
analizei imaginilor digitale ale microplacilor, in scopul identificarii si clasificarii godeurilor
fluorescente (Figura 16). Acesta este aplicabil in evaluarea indicatorilor microbiologici din probe
de apa si nisip.

Procesul incepe cu incédrcarea imaginii microplacii, urmata de decuparea manuala a zonei
relevante pentru a asigura acuratetea detectiei. Imaginea prelucrata este apoi analizata de un model
de detectie YOLOVS, antrenat pe platforma Roboflow, care identifica individual godeurile.

Clasificarea godeurilor se realizeazd automat, in functie de intensitatea semnalului
fluorescent, utilizand un prag de luminozitate ajustabil. Rezultatele sunt prezentate sub forma
vizuald, afisdnd atat imaginea originala, cat si varianta adnotatd cu godeurile colorate

corespunzator starii (pozitiv/negativ).
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Figura 16 - Descrierea generala a fluxului de lucru — Instrument interactiv asistat de inteligenta artificiala
pentru analiza indicatorilor microbiologici din apa si nisip

Pentru corectarea manuald a rezultatelor, utilizatorul are la dispozitie urmatoarele
functionalitati:
» modificarea starii unui godeu (click stanga);

» stergerea unui godeu (click dreapta);



» adaugarea unui godeu nou (tasta ,,M”, cu ajustarea dimensiunii prin scroll);

» anularea ultimei actiuni (tasta ,,U”).

Aceasta abordare combina avantajele automatizarii cu flexibilitatea interventiei umane, oferind
un instrument eficient si adaptabil pentru analiza microbiologica asistatd digital.

Functionalitati implementate. Instrumentul dezvoltat oferd un set de functionalitdti interactive
si automate, concepute pentru a asigura un control precis asupra procesului de detectie si clasificare
a godeurilor fluorescente din imaginile microplacilor (Figura 17). Interfata, realizata cu ajutorul
bibliotecii OpenCV, faciliteaza o interactiune intuitivd cu imaginea procesatd si cu rezultatele
analizei.

Structura interfetei este organizata in trei panouri vizuale principale:

» imaginea originald decupata,

» 1imaginea cu godeurile detectate si clasificate;

» un panou informativ care sintetizeaza datele obtinute.

get model

os.environ[ "“ROB(

model = get model(model id="

Figura 17 - Initializarea procesului algoritmic

Mediul de lucru si dependintele software. Proiectul a fost dezvoltat si testat Intr-un mediu
virtual denumit MICROPLACI, configurat cu urmatoarele biblioteci si instrumente:
OpenCV (cv2): pentru afisarea imaginilor, detectarea interactiunilor cu mouse-ul si desenarea
contururilor godeurilor;

» NumPy: pentru operatii matriciale si calcule privind intensitatea luminoasa;



Pillow (PIL): pentru generarea panoului informativ si afisarea textului cu fonturi
personalizate;

Roboflow SDK (inference): pentru integrarea modelului YOLOVS, antrenat specific pentru
detectia godeurilor de microplaca;

Matplotlib: utilizat optional pentru vizualizari suplimentare sau in scopuri de testare.

Detectie automatd si clasificare:

>
>
>

Imaginea microplacii este incarcata si, daca este necesar, rotita pentru aliniere optima.
Utilizatorul selecteaza manual regiunea de interes (ROI).

Modelul YOLOVS, accesat prin API-ul Roboflow si antrenat pe imagini etichetate manual,
este aplicat pe ROI pentru a detecta godeurile. Coordonatele generate sunt convertite in
contururi circulare suprapuse imaginii.

Pentru fiecare godeu detectat, se extrage zona corespunzatoare, iar intensitatea medie a
luminozitatii (in tonuri de gri) este calculatd. Clasificarea ca pozitiv sau negativ se face in
functie de un prag de luminozitate ajustabil.

Rezultatele sunt afigate vizual: contur verde pentru godeuri pozitive si contur rosu pentru

cele negative (Figura 18).

No Tags Applied

Figura 18 - Etichetarea individuald a godeurilor in platforma Roboflow



Au fost marcate 35 de imagini cu microplaci, fiecare contindnd 96 de godeuri. Aceste
imagini au fost apoi utilizate pentru a antrena un model de Machine Learning capabil sa recunoasca

intr-o imagine incarcata de utilizator locatia si conturul godeurilor (Figura 19-20).
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Figura 19 - Evaluarea performantei modelului antrenat
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Figura 20 — Parametri de evaluare a performantei modelului antrenat



Vizualizare si informare in timp real Sistemul ofera o interfata de vizualizare in timp real,
structurata in trei panouri afisate simultan:
» Imaginea decupata originald, fara elemente grafice suprapuse;
» Imaginea procesatd, cu godeurile detectate si adnotate vizual in functie de clasificare
(pozitiv/negativ);
» Panoul informativ, generat cu biblioteca PIL, care contine urmatoarele date:
v Numirul total de godeuri detectate;
v Numarul de godeuri clasificate ca pozitive;
v’ Estimarea incarcaturii bacteriene (UFC/mL), calculatd proportional cu numarul
de godeuri pozitive (Figura 21).
Aceastd componentd asigura atdt transparenta procesului analitic, cat si suportul pentru

interpretarea rapida a rezultatelor microbiologice.

SD00eEABEE

Wells

Pos: 91
Total: 96

CFU/mL: 910

Figura 21 - Afisarea simultand a celor trei panouri — panoul central este interactiv

Interactiune si corectare manuald. Instrumentul permite interventia utilizatorului pentru
validarea si ajustarea rezultatelor detectiei automate, prin urmatoarele actiuni:
» Click stanga: modifica starea unui godeu (pozitiv <> negativ);

» Click dreapta: marcheaza un godeu pentru stergere;



» Tasta ,,M”: activeazd modul de adaugare manuald a unui godeu, cu plasare prin cursor si
ajustarea razei folosind rotita mouse-ului (scroll);

» Tasta ,,U”: anuleaza ultima actiune efectuata (functie de tip undo).

Control suplimentar. Functionalitdti suplimentare includ (Figura 22):

» Ajustarea pragului de clasificare (slider ,,Threshold”);

» Rotatia imaginii (taste A/D);

» Navigare intre imagini (tasta N);

> Inchidere aplicatie (tasta Q).

D006 =0

Wells
Pos: 39

Total: 96

CFU/mL: 390

Figura 22 - Ajustarea valorii pragului de clasificare pentru detectia godeurilor pozitive

Provocari intampinate si solutii propuse. Dezvoltarea instrumentului a implicat depdsirea
unor provocdri tehnice si de interfatd, abordate prin solutii orientate spre precizie, flexibilitate si
utilizare intuitiva.

Variabilitatea imaginilor de intrare. Imaginile difera semnificativ in ceea ce priveste
luminozitatea, contrastul si orientarea, afectand acuratetea detectiei si clasificarii.

Solutie: introducerea decuparii manuale a ROI-ului si a functiei de rotire a imaginii pentru
aliniere corecta.

Praguri de clasificare inflexibile

Un prag static nu acopera variatiile de expunere din imagini.

Solutie: implementarea unui slider interactiv pentru ajustarea in timp real a pragului de

clasificare.



Detectii incorecte sau incomplete. Modelul YOLOVS poate rata godeuri sau detecta multiple
contururi pentru acelasi obiect.

Solutie: integrarea unui sistem de corectare manualad (modificare, stergere, adaugare, undo).
Necesitatea unei vizualizari clare Interpretarea rezultatelor trebuie sa fie rapida si intuitiva.
Solutie: interfatd cu trei panouri:

» 1imaginea originala decupata;

» imaginea cu godeurile adnotate (verde/rosu);

» panou informativ cu numarul de godeuri pozitive, totalul valid si estimarea UFC/mL.
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