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Primul obiectiv @ contractului de cercetare pentru anul 2011 a constat in STUDIUL STRUCTURII
BIOFILMULUI TN CONDITII DE LABORATOR. in cadrul acestui obiectiv au fost desfasurate doua activititi si
anume studiul etapelor de constituire a biofilmului bacterian pe suprafefe cu grad diferit de rugoztate si studiul
structurii biofilmului microbian la diferite specii S asociarii bacteriene prin microscopie confocal g laser. Proprietatile
functionale ae biofilmului fiind Tn strénsa legatura cu arhitectura spatiala a acestuia, cunoasterea structurii biofilmelor
reprezinta primul eement Tn Intelegerea strategiilor de comportament si de supraviguire a microorganismelor in
interiorul acestor structuri, care ne va permitein final si alegem cele mai eficiente masuri de control.

Tn cadrul acestui obiectiv am evidentiat structura biofilmului produs de diferite specii sau asociatii de
microorganisme (patru tulpini de referinta: P. aeruginosa 27853, E. coli 25922, L. monocytogenes 19114 si S
aureus 25923 si noua tulpini bacteriene izolate din unitatile de procesare a carnii si patru asociatii bacteriene), pe
suprafete cu grad de rugozitate diferit (inox 304 satinat si nesatinat, inox 316 satinat si nesatinat, sticla, PVC si
cupru) in conditii de cultivare diferite (adiugarea in mediu a extractului de carne si a laptelui reconstituit), prin
utilizarea unor metode actuale folosite in studiul structurii biofilmului microbian (microscopia in fluorescenta,
microscopia confocald) si aplicarea unor programe specifice de calcul pentru cuantificarea si caracterizarea
structurii biofilmului microbian. S-a utilizat microscopul model Leica DM 2500 cu scanare laser, iar imaginile 3D
obtinute prin microscopia confocala cu scanare laser au fost analizate cu programul special conceput COMSTAT
2 (DTU-Danemarca). Capacitatea acestor specii de a forma biofilm a fost testata si cu ajutorul placilor de
microtitrare colorate cu cristal violet.

Rezultatele obtinute au permis studiul etapelor de formare a biofilmului microbian la tulpinile ATCC, la
tulpinile si asociatiile microbiene izolate din biofilmul recoltat din unitatile de procesare a alimentelor, la
stabilirea influentei pe care o au natura, tipul si rugozitatea suprafetei, prezenta nutrientilor Tn mediu asupra
atasarii initiale si evolutia ulterioara a structurii biofilmului. Rezultatele referitoare la evidentierea prin
microscopie confocala si caracterizarea structurii biofilmului format reprezinta un element de noutate care au
evidentiat o mare variabilitate in arhitectura tridimensionala a biofilmelor speciilor microbiene analizate, ceea ce
poate avea un rol esential Tn colonizarea substratului, toleranta la substantele cu rol antimicrobian si mai ales la
persistenta acestor microorganisme ih mediu (In anexa se prezinta spre exemplificare etapele formarii si
caracterizarea structurii biofilmului microbian pentru E.coli ATCC 25922, anexa in extenso cuprinzand totalitatea
imaginilor este atasata raportului de cercetare).

Concluziile formulate pe baza rezultatelor obtinute au fost urmatoare e:

Biofilmul format de tulpinile ATCC utilizate Tn experiment prezinta caracteristici diferite: P. aeruginosa

formeaza biofilm cu aspect de retea dtratificata, uniform ca grosime, care tinde sa acopere intreaga
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suprafata; E. coli formeaza biofilm gros, cu aspect de retea rugoasa multistratificata; L. monocytogenes
formeaza doua tipuri de biofilm: unul cu aspect de impletitura n strat uniform, iar celalalt, ca aglomerari de
celule, cu aspect deretea; S aureus produce biofilm cu aspect de retea multistratificata neuniforma, cu zone de
aglomerari celulare care alterneaza cu zone de crestere confluenta.

Cea mai propice suprafata pentru formarea biofilmului este inoxul tip 304 nesatinat, urmat fiind de inox
304 satinat, inox 316 nesatinat, inox 316 satinat, PVC, sticla si cupru.

Viteza de formare si aspectul biofilmului sunt influentate de rugozitatea suprafetel (suprafata de inox 304
nesatinat), de prezenta nutrientilor din mediu (adaosul de lapte recongtituit), dar si de tulpina testata (P.
aeruginosa ATCC formeazi cd mai repede biofilm, cu ceama mare suprafata de acoperirela 72 de ore).
Componentele celulare de suprafata (flageli sau fimbrii) si prezenta unor compusi Tn mediul de cultura (ex.
acidul lactic) influenteaza favorabil procesul de atasareinitiala a microorganismelor la substrat.

Cantitatea de biofilm formata este dependenta de tipul de microorganism si detipul de crestere: biofilm Tn
monocultura sau mixt.

Exista 0 mare variabilitate in ceea ce priveste capacitatea tulpinilor izolate din unitatile de procesare de a
forma biofilm. Majoritatea acestor tulpini, crescute in biofilme mixte, dezvolta biofilm subtire, cu un
procent variabil de acoperire a suprafetei. Tipul de biofilm format difera Tn functie de tulpina, de
rugozitatea suprafetel si de prezenta nutrientilor.

Utilizarea microscopului confocal si a programelor de analiza a imaginilor obtinute oferda numeroase

Al doilea obiectiv al proiectului de cercetare a constat in STUDIUL SENSIBILITATII LA UNELE
SUBSTANTE BIOCIDE A BACTERIILOR IN FORMA LIBERA SAU INTEGRATE IN MATRICEA
BIOFILMULUI. Activitatile desfasurate in cadrul acestui obiectiv au fost: studiul sensibilitgrsii tulpinilor
bacteriene la produse dezinfectante si studiul sensibilitarii la antibiotice prin tehnica Calgary Biofilm Device,
comparativ cu alte metode. Tn interiorul biofilmului accesul limitat de nutrienti poate duce la reducerea ratei de
crestere, ceea ce poate afecta susceptibilitatea la substante antimicrobiene. Astfel, fenotipul bacteriilor sesile
difera considerabil de fenotipul bacteriilor planctonice.

Pentru studiul sensibilitatii la produsele dezinfectante s-au utilizat patru dezinfectante utilizate frecvent in
industria alimentara: hipoclorit de sodiu, peroxid de hidrogen, P3-Topax 66 si P3-Oxysan,. Efectul dezinfectant a
fost stabilit fata de sase tulpini bacteriene din familia Enterobacteriaceae si trei din genul Pseudomonas, izolate
din biofilmul bacterian de pe suprafata carnii (carne de porc, carne de vita si de pasire), precum si fata de trel
asociatii bacteriene. Experimentele au fost efectuate atét pe celulele planctonice, cét si pe celule bacteriene
integrate Tn matricea biofilmului. Tn paralel, pentru evaluarea efectului dezinfectant au fost utilizate si tulpini
bacteriene standard: trei Gram pozitive (B. cereus 10876, L. monocytogenes 19114 si S aureus 25923) si doua
Gram negative (E. coli 25922 si P. aeruginosa 27853).

Cresterea si eradicarea biofilmului microbian (MEBC - minimum eradication biofilm concentration, CMEB -
concentratia minima de eradicare a biofilmului) a fost efectuata prin utilizarea dispozitivului Calgary Biofilm Device
(CBD), iar testarea efectului dezinfectant pe celule planctonices-a facut cu gutorul placilor de micratitrare.

Rezultatele obtinute au permis evidentierea faptului ca unele produse sau substante dezinfectante inhiba
dezvoltarea microorgansiemelor la concentratii si timpi diferiti, dependent de modul de crestere (celule
planctonice sau integrate in bioflm). Efectul biocid a hipocloritului de sodiu a fost exprimat la cea mai mica
concentratie testata, 75 ppm pentru celulele planctonice si 150 ppm in cazul biofilmului bacterian. Efectul biocid
al peroxidului de hidrogen s-a manifestat la concentratii de 1500 ppm H,O, pentru tulpinile si asociatiile bacteriene
izolate de pe suprafata carnii. Tulpinile de referintd s-au dovedit sensibile la cea mai redusi concentratie testata
(450 ppm H,0,). Bacteriile din biofilmul constituit dintr-o singura cultura, cu o exceptie (Escherichia coli), dar si
cee din biofilmul mixt, au fost de 10 ori mai rezistente la actiunea peroxidului de hidrogen (CMEB afost de 5%
peroxid de hidrogen sau 15000 ppm). Produsul P3 Topax-66 (pe baza de hipoclorit de sodiu) a inhibat dezvoltarea
cdulelor planctonice (0,025% produs) si a biofilmului bacterian (0,05 - 0,3% produs), la toate tulpinilor
bacteriene si la asocierile Tntre acestea, in interval de 15 minute. S-au evidentiat variatii importante in ceea ce
priveste sensibilitatea la produsel e dezinfectante a bacteriilor testate. Aceasta variabilitate nu a fost observata si in
cazul tulpinilor de referinta. Biofilmele formate de tulpinile de referinta au fost eradicate la concentratia cea mai
redusa de P3-oxysan (pe bazia de peroxid de hidrogen) utilizata (0,01%), in interval de 15 minute. Asocierile
dintre microorganisme au influentat evident sensibilitatea bacteriilor la substantel e dezinfectante.
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Studiul sensibilitatii la antibiotice s-a realizat pe noua tulpini de enterobacterii si din genul Pseudomonas
izolate din biofilmele formate pe carnea de porc, carcase de vita si de pasire si de pe suprafete inerte din unitatile
de procesare, pe care s-a identificat biofilm microbian. Capacitatea acestor specii de aformabiofilm afost testata
cu ajutorul placilor de microtitrare colorate cu cristal violet. Studiul a fost efectuat atét pe biofilme monospecii,
cét si mixte, pe bacterii libere sau integrate tn biofilm. Asocierile au fost facute intre microorganismele izolate
din acelasi biofilm. Pentru testarea concentratiel minime de eradicare a biofilmului prin tehnica Calgary Biofim
Device (CBD) au fost utilizate urmatoarele antibiotice: Colistin (Polimixina E), Enrofloxacing, Neomicing,
Oxitetraciclina (Crida Pharm). Concentratia minima inhibitorie pentru bacteriile planctonice a fost stabilita prin
doua metode: Tn placi de microtitrare si cu ajutorul aparatului Vitek-2 (BioMerieux), utilizand carduri diferite cu
antibiotice, Tn functie de tulpinile cercetate. Pentru testarea sensibilitatii la antibiotice cu ajutorul aparatului Vitek-
2 din biofilmul dezvoltat pe suprafata carnii au fost selectate 16 tulpini. Din acestea, 12 tulpini faceau parte din
familia Enterobacteriaceae, iar patru, din genul Pseudomonas.

S-a observat o variatie considerabila a rezultatelor Tn ceea ce priveste rezistenta la antibiotice pentru
diferite tulpini si pentru asociatiile bacteriene, atunci cand au fost crescute ca celule planctonice. Unele dintre
antibiotice au fost mai eficiente si au determinat inhibarea cresterii bacteriilor planctonice la concentratii scazute.
S-au observat, de asemenea, variatii ae rezistentei la antibiotice ntre cele trel tulpini de E. coli izolate de pe
suprafata carnii crescute ca celule planctonice.

Integrate Tn matricea biofilmului microorganismele sunt de cateva ori mai rezistente la actiunea
substantelor antimicrobiene, deoarece elaboreaza polizaharide sau prezintd caracteristici de crestere diferite.
Asocierile microbiene S. liquefaciens — E. coli, E coli — P. aeruginosa, E. cloacae — S marcescens au dus la
cresterea cantitatii de biofilm, ceea ce a avut drept rezultat rezistenta crescuta la actiunea antibioticelor. Matricea
biofilmului a reprezentat o bariera de difuziune pentru antibiotice, prin influentarea ratel de transport a
moleculelor Tninteriorul biofilmului.

Majoritatea tulpinilor testate au prezentat o rezistenta crescuta la Colistin, atét in forma planctonica, dar si
integrate in biofilm. Prin asocierea intre o tulpind rezistenta si una sensibila s-a constatat manifestarea unui efect
sinergic intre cele doua specii, care avut ca rezultat cresterearezistentei la Colistin. Nici unul din antibicticele testate nu
afost eficient fata de P. aeruginosa integrata Tn biofilm sau pentru asocierile in care afost prezenta aceasta specie

Rezultatele referitoare la stabilirea sensibilitatii la antibiotice a bacteriilor planctonice cu ajutorul
aparatului Vitek -2 a tulpinilor izolate de pe suprafata carnii au evidentiat urmatoarele: dintre Enterobacteriaceae
trel tulpini au prezentat rezistenta la trei grupe de antibiotice (25%) si 83,33% au fost rezistente la cel putin doua
clase de antibiotice (10 tulpini). Opt din cele 12 tulpini testate (66.67%) au fost rezistente la cd putin doua
antibiotice din clasa 3 lactaminelor. La cefalosporine si cefamicine (clasa cefeme) au prezentat rezistenta 50% din
tulpinile cercetate (6 tulpini). La fluorochinolone (norfloxacing) au fost rezistente doar doua tulpini (16.67%) de E.
coli (de pe carnea de porc si de pui). La tetraciclina au prezentat rezistenta 50% din bacteriile testate (6 tulpini).
Lanitrofurantoin au fost rezistente toate tulpinile de Serratia, dar si Enterobacter cloacae de pe suprafata carnii de
porc. Referitor la stabilirea sensibilitatii 1a antibiotice a tulpinilor izolate de pe suprafete inerte (cu aparatul Vitek-
2) s-a constatat ca 85% (12 tulpini) din enterobacterii au fost rezistente la cel putin doua familii de antibiotice, iar
26,31% (doua de E. coli si trei de Serratia) au fost rezistente latrei clase. 78,57% (11 tulpini) din enterobacteriile
de pe suprafetele inerte si 50% (6 tulpini) de pe suprafata carnii au fost rezistente la ampicilina si la amoxicilina/
acid clavulanic. Multirezistenta la antibiotice a dovedit tulpina de S. epidermidis, care a fost rezistenta la 11
antibiotice apartinand la cinci clase (betalactami, oxazolidinone, macrolide, lincosamide, streptogramine).

Concluziile desprinse din cercetarile ef ectuate sunt:

Clorul si produsele pe baza de clor prezinta cel mai puternic efect bactericid, atat asupra celulelor
planctonice si asupra celulelor integrate in matricea biofilmului.

Tulpinile de Serratia si asociatiile intre Serratia si alte specii Enterobacteriaceae (E. cloacae, E. coli) au
fost cele mai rezistente, ca celulele planctonice, la actiunea peroxidului de hidrogen.

Bacteriile integrate in matricea biofilm sunt de pana la 10 ori mai rezistente la actiunea peroxidului de

hidrogen, comparativ cu celulele planctonice.
Cele mai multe tulpini din familia Enterobacteriaceae, din genul Pseudomonas si asocierile ntre acestea
elaboreaza Tn biofilm enzime care descompun peroxidul de hidrogen, neutralizandu-i efectul biocid.

Bacteriile in forma planctonica prezinta rezistenta crescuta la Neomicing si Colistin si mai scazuta la celeate

antibiotice, cu unele exceptii: E. cloacaesi cde doua tulpini deE. coli de pesuprafata carnii de porc.
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Asocierile dintre microorganisme favorizeaza cresterea rezistentei bacteriilor la actiunea antibioticelor. Tn
asociere cu P. aeruginosa rezistenta la antibiotice a tulpinilor de E. coli este crescuta, atét pentru bacteriile
planctonice, cét si pentru celeincluse n biofilm.

Incluse Tn matricea biofilmului rezistenta la antibiotice a bacteriilor este crescuta, fiind necesare

concentratii de pana la 50 de ori mai mari.

Pentru biofilmul format de P. aeruginosa nici unul dintre antibioticel e testate nu a fost eficient.

75% din tulpinile bacteriene izolate de pe suprafetele din unititile de procesare (carne si suprafete inerte)

au prezentat rezistenta la cel putin doua clase de antibiotice, iar 25%, latre clase de antibiotice.

Majoritatea enterobacteriilor izolate de pe suprafata carnii sau de pe suprafete inerte au fost rezistente la

ampicilina si laamoxicilina/ acid clavulanic.

Al treillea obiectiv al proiectului de cercetare a constat in EVIDENTIEREA PREZENTEI
BIOFILMULUI MICROBIAN PRIN MICROSCOPIA CONFOCALA LASER PE SUPRAFETE DIN UNITATI
DE INDUSTRIE ALIMENTARA. Activititile desfisurate in cadrul acestui obiectiv au fost: Evidenvierea prezentel
biofilmului microbian. Tncercari de efectuare a unor cordarii intre tipurile, structura biofilmului si numarul de
microorganisme. Suprafata alimentelor poate fi colonizatda cu microorganisme sub forma de biofilm, care poate
reprezenta un potential pericol pentru consumatorul uman. Sunt relativ putine cercetari care au evidentiat prezenta
microorganismelor pe suprafata produselor alimentare si pe suprafata carcasdor de carne,

Pentru identificarea biofilmului microbian s-au recoltat prabe prin raclare, din vecinatatea zondor din care
au fost prelevate si probele de sanitatie. Tn laborator, probele au fost supuse fixarii si colorarii cu acridine orange
(AO). S-a utilizat microscopul modd Leica DM 2500 cu scanare laser, iar imaginile 3D obtinute prin microscopia
confocala cu scanare laser au fost analizate cu programul special conceput COMSTAT 2 (DTU - Danemarca).

Un exemplar din fiecare probd a fost colorat cu acridin orange si a doilea, prin metoda Gram.
Microorganismele izolate au fost apoi cultivate pe medii speciale de izolare pentru Enterobacteriaceae si pentru
Pseudomonas. Dupa izolare, identificarea germenilor izolati s-a efectuat cu gjutorul galeriilor APl 20 E si a
sistemului VITEK-2 (BioM erieux).

Cercetirile efectuate au evidentiat prezenta biofilmului microbian pe diferite suprafete inerte din unititile
de procesare a cirnii si a laptelui, dar si pe suprafata carnii. Tn unitatea de procesare a laptelui aglomerari de
microorganisme incluse Tn biofilm au fost constatate ih urmatoarele puncte: pe suprafata interioara a tancului de
racire - E. sakazaki; pe suprafata interioara a separatorului de smantana - S epidermidis, pe suprafata interioara a
conductei la nivelul garniturii de cauciuc, pe suprafata paletel din tancul de racire si pe suprafata pardosdii, pe
suprafata interioara conductei de lapte - P. aeruginosa. Aspectul biofilmului si caracteristicile acestuia sunt
prezentate in anexele incluse Tn raportul de cercetare. Nivelul de contaminare cu enterobacterii si germeni din
genul Pseudomonas n aceste punct a fost variabil. Tn ansamblu, Tn unitatea de procesare a laptelui, prezenta
biofilmului microbian a fost identificata pe suprafetele care prezentau un anumit grad de rugozitate.

Tn unitdrile de procesare a carnii evidentierea prezentei biofilmului microbian a fost diferita, dependent
de unitate. Tn unitatea PC1 biofilmul microbian s-a evidentiat pe urmatoarele suprafete: interiorul si capacul
sterilizatorului de cutite (din plastic) s-a identificat un bioflm mixt, format din P. aeruginosa si E.cloacae.
Biofilmul format a avut aspect rugos uniform (a acoperit in intregime suprafata), cu grosimea de 4.47 um si cu
raportul suprafata/volum de 0,81um?/pum’. Biofilmul format de asocierea dintre S. liquefaciens si E.coli pe
sortului macelarilor (din cauciuc) a prezentat caracteristicile unui biofilm matur: biovolumul de 1.66 um?/ pn’,
grosimea medie 3.06 um si raportul suprafati/volum de 0,55 pm?/ pum® (imaginile sunt incluse in raportul de
cercetare). In unitatea de abatorizare procesare a carnii de porc PC 2 s-a evidentiat prezenta biofilmului
microbian pe suprafete din materiale diferite (inox, plastic si rasini epoxidice). Astfel, Tn probele recoltate din sala
de transare s-a evidentiat prezenta biofilmului pe suprafete din inox (masa de lucru din inox, interiorul
carucioarelor de transport, cutitul de transare, tapinele de agitare), din plastic (blatul de transare, naveta, perete
din PVC, usa) si rasini epoxidice (pardosea). Pe masa de lucru din inox s-a identificat biofilm mixt, format din
asocierea S marcescens — E.coli; pe suprafata interioara a carucioarelor de transport s-a identificat E. cloacae; pe
suprafata cutitului de transare s-a izolat A. baumanii; de pe suprafata tapinelor de agitare s-a identificat E.
sakazakii; pe blatul de transare s-a identificat biofilm mixt format din E. coli si E. amnigenius; pe suprafata
navetei din plastic biofilmul a fost mixt fiind format din S liquefaciens — P. fluorescens; pe suprafata pardoselii
din rasina epoxidica biofilmul a fost mixt: E. cloacae si E. coli. Caracteristicile biofilmului format pe aceste
suprafete sunt incluse Tn raportul de cercetare. Pe suprafata carcaselor aglomerari de microorganisme incluse in
biofilm au fost constatate in regiunea sternala si Tn regiunea coastelor, precum si pe suprafata pieselor din carne
transate, cu 0 vechime de 5 zile, pe fata interna a pulpel, regiunea coccigiana si suprafata musculara a cotletului.
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Biofilmul format pe suprafara carnii de porc in general a fost un biofilm mixt, format din doua specii
microbiene. Astfel, in zona coccigiana s-a evidentiat asocierea dintre E. coli si P. putida, Th zona pulpel, E. coli
si P. aeruginosa, iar In zona pieptului E. cloacae si P. aeruginosa. In probee recoltate de pe suprafata carcasei
de bovine din unitatea de véanzare cu amanuntul a fost identificata prezenta biofilmului in regiunea
toracoabdominala, regiunea pieptului si regiunea costala. Si Th acest caz a fost un biofilm mixt, format din doua
specii microbiene. Asfel, Tn regiunea toracoabdominala si zona pieptului s-a evidentiat asocierea dintre P. putida
si E. cloacae, iar In zona costala, E. cloacae si P. fluorescens. Pe suprafata carcasei de pasire din unitatea de
vanzare cu amanuntul s-a identificat biofilm microbian in zona pieptului si a spatelui, asocierea microbiana
constatata fiind intre E. coli si S. marcescens, iar in zona toracoabdominala asocierea microbiana sub forma de
biofilm, intre P. putida si E. cloacae.

Caurmare a cercetarilor efectuate s-au desprins urmatoare e concluzii:

Nivelul general de contaminare a supraferelor inerte din unitatile de procesare, in zonele n care a fost

evidentiatd prezenta biofilmului microbian, a variat dela 10% la 10° ufc/cn?, cu un numir de enterobacterii

de 10°— 10° ufc/em? si 10 — 10% ufc/cm? germeni din genul Pseudomonas.

Nivelul general de contaminare pe suprafaya carnii, Tnregiunile in care afost evidentiat biofilmul microbian, a

variat dela 107 la 10* ufc/em?, cu un numér de enterobacterii de 10-10% ufc/em? si 10 ufc/cm? Pseudomonas.

Tn unitatea de procesare a laptelui biofilmul microbian a fost format dintr-o singura specie bacteriana,

diferita, dependent de locul de unde s-au recoltat probele.

In unitdrile de procesare a carnii biofilmul microbian identificat pe suprafetele inerte a fost, de reguli,

mixt, format din asocierea de enterobacterii sau asocieri de enterobacterii cu germeni din genul

Pseudomonas.

Biofilmul microbian de pe suprafaya carnii de porc si vita afost aproape in exclusivitate mixt, format din

asocieri intre enterobacterii si germeni din genul Pseudomonas.

Biofilmul de pe suprafara carcasel de pasire afost congtituit din asocieri intre diferite specii de enterobacterii.

Structura biofilmului a fost variabila, caracteristici pentru speciile microbiene asociate in aceste

comunitati microbiene.

Prezenta biofilmului microbian a fost evidentiatd pe cinci suprafete din unitatea de procesare a laptelui

(60% din totalul suprafetelor examinate).

In unitatea de abatorizare-procesare (PC 2) prezenta biofilmului microbian s-a evidentiat pe noua suprafete.

Pe suprafara carcaselor si a pieselor trangate din carne de porc biofilmul microbian a fost evidentiat intr-

un numar relativ crescut de probe (29,4%), pe carcasdle care prezentau o vechime de cel putin tre zile.

Pe suprafata carcaselor de bovine afost identificata prezenta biofilmului in 42% din probe.

Pe suprafata carcaselor de pasare s-a evidentiat prezenta biofilmului microbian Tn zona pieptului, spatelui

si regiunea toracoabdominala.

Al patrulea obiectiv al proiectului de cercetare a constat in STUDIUL DINAMICII SI INFLUENTEI
DIFERITILOR FACTORI DE MEDIU ASUPRA FORMARII BIOFILMELOR MICROBIENE si a avut drept
activitati: urmarirea dinamicii de formare a biofilmului la speciile de bacterii izolate din unitatile de industrie
alimentara n diferite condifii de pH, temperatura etc. Mediul din unitatile de prelucrare a alimentelor ofera
conditii care favorizeaza formarea biofilmului: umiditatea crescuta, substantele nutritive si inoculul de
microorganisme de la materiile prime. Astfel de biofilme reprezintd un risc pentru sinatatea publica (surse de
contaminare a alimentelor cu agenti patogeni sau de alterare), iar pe de alta parte genereaza importante pierderi
economice (prin degradarea suprafetel or pe care se formeaza, prin colmatarea conducteor si a unor angrenaje ale
utilgjelor tehnologice, prin reducerea transferului de caldura etc). Pentru controlul biofilmului microbian Tn
industria alimentara este necesara 0 mai buna intelegere a fiziologiei biofilmului si a impactului unor factori de
mediu asupra speciilor formatoare de biofilm.

Capacitatea speciilor bacteriene izolate din unitati de industrie alimentara de a forma biofilm in diferite
conditii de pH (5; 7,5; 8,5), temperatura (10° C; 22° C; 37° C) si interval detimp (24, 72 si 240 ore) afost testata
prin cultivareain placi de microtitrare si colorare cu cristal violet. Pentru testare au fost alese 19 tulpini bacteriene
si trel asocieri. Din acestea 10 tulpini au fost izolate din biofilmul dezvoltat pe suprafete inerte de natura diferita, din
trel unitati de procesare: un abator, o unitate de procesare carne si 0 unitate de procesare lapte. Biofilmul a fost
recoltat de pe suprafetele cel mai frecvent intalnite in industria alimentara: inox, plastic, cauciuc, ragina epoxidica,
mozaic si ciment. Cedalte tulpini (noua), precum si asocierile bacteriene au fost selectate din biofilmul dezvoltat pe
suprafata carnii provenita de la specii diferite (porc, vita, pui). Tulpinile bacteriene alese pentru asociere au izolate
din acdasi biofilm (recoltat de pe aceeasi surprafatd). Cuantificarea cantitatii de biofilm a fost efectuata prin
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masurare densitatii optice (DO) la 540 nm, cu gjutorul unui cititor ELISA. Datele au fost analizate statistic prin
testul Wilcoxon, cu ajutorul programului SPSS

Efectul temperaturii. Mentinerea timp de 10 zile (240 ore), la temperatura de 10° C, Tn conditii optime de
pH (7.5), afavorizat dezvoltarea celui mai dens biofilm de catre tulpinile-test. Dintre acestea, P. aeruginosa (de
pe carnea de porc) a dezvoltat cel mai abundent biofilm. Cantitatea de biofilm format de aceasta bacterie afost de
2,3 de ori mai crescuta Tn comparatie cu biofilmul produs de aceeasi bacterie mentinuta 72 de ore Tn conditii
optime de temperatura pentru dezvoltarea pseudomonadelor (22° C) si pH (7.5) si de 1,5 de ori mai abundent fata
de biofilmul format 1a 37° C, pH 7,5 dupa 72 de ore. Biomasa filmelor produse de tulpinile de E. coli izolate de pe
carne, in acelessi conditii (pH 7,5; 10°C; 240h) a fost, in medie, de 1,5 ori mai crescuta fatia de cea constatata in
cazul incubarii 1a 37° C, timp detrei zile. Latemperaturade 22° C si lapH 7,5, din totalul tulpinilor bacteriene si
a asocierilor acestora, izolate de pe carne si de pe suprafete inerte, jumatate (11) au produs o cantitate de biofilm
mai redusi dupa 72 de ore, reprezentand ntre 2 si 9 din masa de biofilm constatata la temperatura de 37° Csi la
pH 7,5. E. coli izolata de pe suprafata blatului de transare (din material plastic) a fost exceptia cea mai
reprezentativa, ea producénd o cantitate de biofilm de 3,2 de ori mai mare fata e cea constatata la 37° C, pH 7,5
dupi 72 deore.

Efectul pH-ului. O crestere a productiei de biofilm a fost observata cu cresterea pH-ul. Tn mediu alcalin
(pH 8,5), toate tulpinile si asocierile bacteriene izolate de pe suprafata carcasdor si 50% din cele provenite de pe
suprafete inerte au avut o productie mai mare de biofilm fata de pH 5, atét la 24, cét si la 72 de ore. Spre exemplu,
pseudomonadele au dovedit o crestere a masei de biofilm de 196 -218%, iar colibacilii, Tntre 145 si 212%, dupa
trei zile. Tn mod asemanator s-au comportat bacteriile mentinute la pH aproape de neutru (7,5). Doua exceptii au
fost constatate Tn aceste conditii: biofilmul format de S liquefaciens de pe carnea de vita si de asocierea acestel
tulpini cu E.cloacae.

Tn ansamblu, mediul acid (pH 5) a fost defavorabil dezvoltirii biofilmului, in timp, de catre flora
bacteriana obisnuita a carnii. Totusi, unee tulpini bacteriene au fost stimulate sa produca biofilm Tn conditii de pH
acid. Spre exemplu, tulpina de Salmonella izolata de pe suprafata depilatorului din unitatea de abatorizare si
mentinuta 72 de ore la pH acid a produs o cantitate dubla de biofilm, comparativ cu aceessi tulpind expusa in
aceleasi conditii, timp de 24 de ore. Rezultate asemanatoare au fost obtinute si Tn cazul tulpinii de P. fluorescens
izolata de pe suprafata navetel din plastic, din unitatea de procesare carne (0 crestere a mase de biofilm de 1,62
de ori in interval de 48 de ore). Unele tulpini de E. coli, Salmondla, P. aeruginosa si asocieri ale acestora (S
liquefaciens si E. coli) in conditii de mezofilie, lapH 7,5, au produs o carntitate de biofilm de doua pana delO ori mai
mare, Tn comparatie cu mentinerealapH 5, timp detrei zile

Efectul temperaturii si pH-ului Tn timp. Conditiile de mezofilie (37° C) si pH-ul optim au favorizat
formarea biofilmului Tn interval de 24 de ore. Expunerea tulpinilor microbienela 37° C, timp de 72 de ore, nu este
reflectata proportional Tn biomasa de film bacterian formata de majoritatea bacteriile izolate de pe carne si de pe
suprafetele inerte. Doar trei tulpini de pe suprafata carnii (E. coli de pe suprafata carnii de porc si pasare si P.
aeruginosa de pe suprafata carnii de porc) au produs o cantitate de biofilm usor mai crescuta (reprezentand intre
1,2 si 1,4% fata de biomasa constatata la 24 de ore). De pe suprafetele inerte 80% (8 din cele 10 tulpini) din
tulpini au produs o cantitate mai redusa de biofilm dupa un interval de trei zile de mentinere la 37° C,
reprezentéand Tn jur de 50%, comparativ cu biofilmul de 24 de ore.

Concluziile desprinse din acest studiu sunt urmatoaree:

Mentinerea bacteriilor de pe suprafaya carnii (enterobacterii, germeni din genul Pseudomonas si asocieri

ale acestora) Tn conditii de temperatura scazuta (10° C), timp de 10 zile, la pH favorabil pentru dezvoltarea

acestora (pH 7.5), In prezenta oxigenului stimuleaza producerea biofilmului.
Tn ansamblu, mediul acid (pH 5) este defavorabil dezvoltarii biofilmului, in timp, de catre flora bacteriana
obisnuita a carnii.

Unele tulpini bacteriene sunt stimulate sa produca biofilm in conditii de pH acid (Salmonella) sau alcalin

(E. coli, P. aeruginosa), ajungand si dubleze cantitatea de biofilm, dupa trei zile de mentinerela 37° C.

Conditiile de mezofilie (37° C) si pH-ul optim favorizeaza formarea biofilmului Tn interval de 24 de ore.

Expunerea tulpinilor microbiene la 37° C, timp de 72 de ore, nu este reflectata proportional in biomasa de film

bacterian formata de majoritatea bacteriile izolate de pe carne si de pe suprafgele inerte Dimpoatriva unele

tulpini de E. coli, Salmonella, P. aeruginosa si asocieri ae acestora (S liquefaciens si E. coli) Tn conditii de
mezofilie, la pH 7,5, produc o cantitate de biofilm de doua pana la 10 ori mai mare Th comparaie cu
mentinerealapH 5, timp detre zle
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La pH 7,5, 50% din tulpinile bacteriene si asocieri ale acestora izolate din industria alimentara produc o
cantitate mai mica de biofilm dupa trel zile de mentinere la temperatura de 22° C, comparativ cu cele
expusela 37° C.

pH-ul alcalin (8.5) stimuleaza productia de biofilm de catre unele suse de colibacili, salmonele si tulpini
din genul Pseudomonas, care produc de doua sau de trei ori mai mult biofilm Tntr-o perioada de 72 de ore,
fata de aceleasi tulpini crescute in mediu acid.

Al cincilea obiectiv al proiectului de cercetare a constat in TESTAREA ACTIUNII UNOR
SUBSTANTE BIOCIDE PENTRU INTARZIEREA FORMARIlI SI DISTRUGERII BIOFILMELOR
MICROBIENE. Activitatile aferente au constat n efectuarea unor experimente de intarziere a biofilmelor si de
distrugere a acestora, utilizand diferite substanse si concentrayii de produse biocide (enzime).

Matricea biofilmului este reprezentata de materia extracelulara, In mare parte produsa de
microorganismele care sunt incluse Tn aceasta. Este compusa dintr-un conglomerat de biopolimeri cu structura si
compozitie diferite, cunoscuti sub numele de substanse polimerice extracelulare. Acesti compusi conferd
arhitectura tridimensionala biofilmului si sunt responsabili de atasarea si coeziunea biofilmului. Deoarece
microorganismele integrate in biofilm pot deveni rezistente la actiunea substantelor antimicrobiene utilizate
obisnuit in procedurile de igienizare, tratamentul cu enzime a suprafetelor poate fi utilizat pentru a denatura
matricea congtituita din substante polimerice extracelulare. Astfel de mijloace pot constitui solutii alternative care
sunt destinate utilizarii atunci cand metodel e obisnuite nu dau rezultate in combaterea biofilmului microbian.

Experimentele au constat Tn cresterea biofilmelor dezvoltate de opt tulpini bacteriene, izolate din unitatile
de procesare (Salmonella, S liquefaciens, E. sakazakii, S. epidermidis, P. aeruginosa, P. fluorescens si doua
tulpini de E. coli), pe suprafete de otel inoxidabil de tip 304 2B, apoi tratarea acestor suprafete cu patru enzime
(tripsina, papaina, pectinaza si a-amilaza) la concentratii diferite. Pentru cresterea biofilmului s-a utilizat un
dispozitiv care consta intr-un suport cilindric din otel inoxidabil, care sustine 16 placute de ote inoxidabil.
Dispozitivul astfel asamblat a fost plasat intr-un pahar Berzelius in care s-a introdus mediu lichid de cultura si
cultura bacteriana-test. Omogenizarea continutului a fost efectuatd pe toatd perioada incubarii (72 de ore), cu
gjutorul unui agitator magnetic. Dupa formarea biofilmului, placutele-test au fost recoltate si supuse tratamentului
cu solutiile enzimatice. Pentru cuantificarea numarului de microorganisme ramase atasate in urma tratamentululi
au fost efectuate Tnsimantari Tn agar TSB. Tn acest studiu s-au utilizat opt tulpini bacteriene.

Rezultatele obtinute in urma acestor experimente au aratat capacitatea de formare a diferitelor tulpini dea
forma biofilm pe suprafata otdlului inoxidabil, fapt ce s-a dovedit ca influenteaza Tndepartarea enzimatica a
biofilmelor. Tot astfel, indepartarea enzimatica a biofilmelor depinde de microorganismul implicat Tn formarea
biofilmului. S-au Tnt@lnit anumite diferente in ceea ce priveste Tndepartarea biofilmului microbian Tn cadrul
aceluiasi gen si chiar aceleiasi specii, asa cum a fost cazul biofilmelor formate de P. aeruginosa si P. fluorescens
si biofilmele formate de cele doua tulpini de E. coli. Una din explicatiile acestel observatii ar putea fi compozitia
chimica amatrice, caredifera dela speciela speciesi chiar dela o tulpina laalta

Cele mai active enzime au fost cele proteolitice (tripsina, papaina, pectinaza) dintre care cea mai activa a
fost tripsina, cu o capacitate de a ndeparta biofilmul microbian cuprinsa intre 89% si 99%, cu 0 medie de
95,25%, urmata de papaing, cu o capacitate cuprinsa intre 73 si 99% (medie 92,62%) si pectinaza cu o capacitate
cuprinsa  tot intre 73 si 99%, dar cu 0 medie de 89,12%. Amilaza a prezentat o activitate destul de buna,
inconstanta, fapt observat la biofilmele formate de tulpinile de E. coli.

Tn final se poate concluziona ci:

Matricea biofilmului prezintd o heterogenitate structurala care difera interspecific si chiar intraspecific,

ceea ce duce la diferente In ceea ce priveste capacitatea enzimelor de a Indeparta biofilmele formate.
Diferentele sunt prezente si Tn ceea ce priveste capacitatea de formare a biofilmului, fapt ce, de asemenea,
influenteaza capacitatea solutiilor enzimatice de a actiona si de a indeparta biofilmel e formate.

Proteazele au cea mai mare capacitate de a indeparta biofilmul microbian, cea mai ficace enzima dintre
cele testate fiind tripsina, cu o capacitate medie de a Tndeparta biofilmul microbian de 95,25%, urmata de
papaing, cu o capacitate medie de indepartare de 92,62% si pectinaza, cu o capacitate medie de 89,12%.
Amilaza a prezentat o activitate medie de indepartare a biofilmului de 84%, dar capacitatea acestel enzime
afost inconstanta Tn ceea ce priveste activitatea asupra biofilmelor formate de tulpinile de E. coli.
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