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INTRODUCERE

In Depresiunea Dornelor din Carpatii Orientali, situati la 800-900 m altitudine,
strabatuta de raurile Bistrita, Dorna si Neagra, exista o biodiversitate floristica si faunistica
complexa, cu arii si rezervatii naturale protejate, situsuri de importantd comunitard, care in
ansamblu oferd unicitate zonei. Aici se gasesc cele mai importante surse de apa minerala
naturald din tard, un motiv in plus pentru o dezvoltare armonioasa a regiunii.

Agricultura, orientatd in mare parte spre sectorul zootehnic, se indreaptd din ce in ce
mai mult spre exploatarea in sistem ecologic, lucru care impune o exploatare in sistem liber a
animalelor pe pasuni. Exisd pajisti montane cu fanete poliflore si pasuni naturale valorificate
prin cresterea animalelor. Acest sistem de crestere prietenos cu mediul are Tnsd multe restrictii
in ceea ce priveste tratamentele profilactice la animale (antiparazitare, antimicrobiene, etc.).
Agroturismul montan, cu o dezvoltare exponentiala, are ca efect secundar cresterea gradului de
poluare a mediului, impunind o gestiune corecta a apelor reziduale si a deseurilor rezultate din
activitatile curente.

Tinand cont de activititile economice desfasurate in zond, de exploatarea in sistem
ecologic a efectivelor de animale, de cresterea numarului de animale salbatice prin
restrictionarea vanatorii, consideram ca mentinerea unui mediu curat, precum si a unui nivel de
puritate al apelor, impune o monitorizare atenta a factorilor care au potential de poluare a apei.

Avand in vedere importanta conservarii mediului acvatic si a resurselor naturale din
zona amintitd, ne-am propus sd realizim o monitorizare integratd a unor emisari din bazinul
Dornelor asupra Incarcaturii parazitare corelatd cu parametrii fizico-chimici ai apei precum si
stabilirea efectelor poludrii organice pe unii afluenti ai raurilor Bistrita si Dorna, in amonte si
in aval de localitati urbane in zece statii de lucru, printr-un control calitativ al
macronevertebratelor bentice, care constituie bioindicatori de calitate a apei si adauga la
sistemul de monitorizare informatii importante privind calitatea apei.

Daca din punct de vedere fizico-chimic si microbiologic existd unele programe de
montorizare, o evaluare a incarcarii parazitare lipseste, din acest motiv tema tezei de doctorat
poate adduga elemente de real interes pentru zona, Intrucit monitorizarea concomitentd a mai
multor parametri de calitate a apei oferd un tablou complex iar rezultatele obtinute vor putea
furniza o imagine si asupra calitétii si asupra biodiversitatii macronevertebratelor bentice, dar
si a eventualelor riscuri posibile, caz in care gasirea unor solutii reale de control saprobiologic
al apelor din bazinul Dornelor s-ar impune pentru mentinerea biocenozelor acvatice la o calitate
inalta.
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INTRODUCTION

In the Dornelor Depression in the Eastern Carpathians, located at 800-900 m altitude,
crossed by the Bistrita, Dorna and Neagra rivers, there is a complex floristic and faunal
biodiversity, with protected natural areas and reserves, sites of community importance, which
as a whole provide uniqueness to the area . Here are found the most important sources of natural
mineral water in the country, an additional reason for the harmonious development of the
region.

Agriculture, mostly oriented towards the zootechnical sector, is moving more and more
towards exploitation in an ecological system, which requires a free system exploitation of
animals on pastures. There are mountain meadows with polyfloral hay and natural pastures
exploited by animal husbandry. This environmentally friendly growing system, however, has
many restrictions in terms of prophylactic animal treatments (antiparasitic, antimicrobial, etc.).
Mountain agrotourism, with an exponential development, has as a secondary effect the increase
in the degree of environmental pollution, requiring a correct management of waste water and
waste resulting from current activities.

Taking into account the economic activities carried out in the area, the exploitation of
livestock in an ecological system, the increase in the number of wild animals by restricting
hunting, we believe that maintaining a clean environment, as well as a level of water purity,
requires careful monitoring of factors that have potential for water pollution.

Considering the importance of preserving the aquatic environment and natural
resources in the mentioned area, we proposed to carry out an integrated monitoring of some
discharges from the Dornelor basin on the parasitic load correlated with the physico-chemical
parameters of the water as well as the establishment of the effects of organic pollution on some
tributaries of the Bistrita and Dorna rivers, upstream and downstream of urban localities in ten
work stations, through a qualitative control of benthic macroinvertebrates, which constitute
bioindicators of water quality and add important information regarding water quality to the
monitoring system.

If from a physico-chemical and microbiological point of view there are some
monitoring programs, an evaluation of the parasitic load is missing, for this reason the topic of
the doctoral thesis can add elements of real interest for the area, since the simultaneous
monitoring of several water quality parameters offers a complex picture and the obtained results
will be able to provide an image on the quality and on the benthic macrobinvertebrate
biodiversity, but also on the possible risks, in which case finding real solutions for
saprobiological control of the waters of the Dornelor basin would be necessary to maintain the
aquatic biocenoses to a high quality.
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REZUMAT

In teza de doctorat intitulati “Cercetdri asupra incircaturii parazitare a unor emisari
din bazinul Dornelor s§i corelatiile saprobiologice”, ne-am propus monitorizarea calitatii apei
prin concentrarea unor elemente parazitare ale unor protozoare care pot genera boli zoonotice,
ca efect al deversarii de materii organice provenite in urma cresterii animalelor In microferme
sau 1n gospodarii ale populatiei din zona montana a bazinului Dornelor. Acest studiu a fost
corelat concomitent cu analiza calitatii apei prin masuratori multianuale fizico-chimice,
microbiologice sau ale continutului algal, precum si cu un studiu privind prezenta
macronevertebratelor bentice existente in aceleasi 10 statii de lucru de pe cursurile de apa
studiate, In amonte si aval de unele microferme sau aglomerari de comunitati umane care ar
putea influenta calitatea apei prin diferite deversari. Paraurile de unde au fost prelevate probe
in anii 2017-2018, au fost Arinu, Bancu, Calimanel si Secu.

in prima parte a tezei, “Stadiul actual al cunoasterii” este caracterizati depresiunea
Dornelor, cu factorii care influenteaza parazitismul in mediul acvatic si este descris bazinul
hidrografic pentru a surprinde coralatiile legate de cresterea animalelor in zona montand si
impactul asupra mediului acvatic. Sunt descrise 1n acest subcapitol statiile de lucru, respectiv
paraurile din care au fost prelevate probe pentru tot spectrul de analize in perioada de studiu.
Un al doilea capitol din prima parte, este dedicat unui studiu bibliografic privind unii agenti
parazitari care pot contamina sursele de apa, metodele de izolare si identificare a acestora. In
capitolul al treilea, este caracterizatd apa, din punct de vedere structural si al proprietatilor
fizico-chimice ale acesteia. Urmeaza capitolul al patrulea, in care se realizeaza un studiu
asupra macronevertebratelor bentice, intrucét o caracterizare completa a retelelor trofice din
apele curgatoare trebuie sa fie realizatd si prin prisma cunoasterii acestor macronevertebrate
deoarece ele reprezintd o veriga importantd a unor retele trofice -pornind de la materia organica
existenta Intr-un curs de apa- care vor diferi de la izvor cétre confluenta raului.

Partea a doua a tezei cuprinde cercetirile proprii si este extinsa pe cinci capitole.
In capitolul cinci, sunt descrise locul desfisurdrii experimentelor, scopul si obiectivele
cercetdrilor. Daca despre scopul de abordare holistd a caracterizarii unui curs de apa am facut
referire anterior, obiectivele acestui studiu sunt verigile prin care se ajunge la acest rezultat si
anume:

- 0 analiza a incarcaturii parazitare cu specii de protozoare zoonotice

- 0 analiza a indicatorilor fizico-chimici ai apei

- 0 analiza a parametrilor microbiologici si urmérirea biomasei algale

- 0 analizd a macrozoobentosului care este expresia sinteticd a calitatii generale a apelor
curgatoare.
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Fiecare dintre aceste obiective constituie un capitol separat al partii de cercetari proprii
iar rezultatele cercetarilor au publicate in 3 lucrari stiintifice in reviste de specialitate. Teza este
incheiata cu un capitol de concluzii finale, bibliografie si anexe.

Capitolul sase este dedicat studiului privind metodele de depistare cantitativa si
calitativa a oochisturilor de Cryptosporidium spp. si a chisturilor de Giardia spp. din apele de
suprafatd, precum si identificarea si caracterizarea moleculara a acestora. Dintre cele 10 statii
de prelevare, Incarcatura cea mai mare cu chisturi de Giardia spp s-a inregistrat la Calimanel
jos (Panaci), cu un total de 33 chisturi identificate pe tot intevalul 2017 - 2018, cu o medie de
2.8 chisturi / luna, urmata de statia Secu (jos) cu un total de 23 chisturi vizualizate in 2017 -
2018 si ci 0 medie de 1.9 chisturi / lund. La extrema cealaltd, cea mai redusa incarcaturd s-a
inregistrat la Calimanel sus (parau), unde totalul chisturilor vizualizate a fost de 3, cu o medie
de 0.25 chisturi / lund, urmata de statia Bancu sus cu un total de 5 chisturi identificate si o medie
de 0.4 chisturi / luna. Pentru Cryptosporidium spp. in intervalul mai - octombrie 2018, dintre
cele 10 statii de prelevare, Incarcatura cea mai mare s-a inregistrat la Bancu sus, cu un total de
4 oochisturi identificate pe tot intevalul 2017 - 2018, cu o medie de 0.33 oochisturi / luna,
urmata de statiile Secu cu un total de cate 3 oochisturi vizualizate in 2017 - 2018 si cu o medie
de 0.25 oochisturi / luna. La polul opus se afla statia Calimanel sus(parau) unde nu s-a identificat
nici un oochist.

Rezultatele obtinute au scos la iveald faptul cd apele emisarilor luati in studiu au o
incarcatura parazitara redusa si ca in amonte asezarilor umane apa are un grad de puritate ridicat.

Incarcatura mai mare cu Giardia spp si Cryptosporidium spp. a corespuns unei activitti
zootehnice existente in zona, precum si fondului cinegtic. Incarcitura parazitard mai redusi in
amonte fatd de aval dovedeste influenta comunitatilor umane, iar identificarea exclusiva prin
PCR a speciei zoonotice Cryptosporidium parvum poate fi un indicator al efectului pe care il
exercitd fermele de bovine din zona rurala, precum si al fondului cinegetic, asupra paraielor din
zona de munte.

Studiul realizat pentru caracterizarea prin parametrii fizico-chimici a emisarilor din
bazinul Dornelor este realizat in capitolul sapte, fiecare intr-un subcapitol separat: temperatura,
pH, substante organice, conductivitate, oxigen dizolvat, alcalinitate, nitrati, nitriti, continutul
de cationi, concluzionand urmatoarele aspecte:

-temperatura apei a variat in functie de sezon si locul prelevarii

- valorile pH-ul sunt in ugor alcaline, peste 7.00, cu o singurd exceptie (Calimanel jos,
septembrie 2017) pe care o consideram o posibild contaminare accidentald. Variatiile acestui
parametru sunt corelate cu substratul geologic, dar si cu activitatile economice diferite. Astfel,
valorile cele mai mici ale pH-ului sunt inregistrate la statiile de pe paraul Caliméanel, unde
activitatile antropice sunt mai intense.

- substantele organice sunt un indicator strans legat de incarcatura microbiologica si este direct
influentat de ploile torentiale de vara, care spald materiile organice de pe versanti. Deasemenea
si 0 activitate economicd mai intensd din aval determind o crestere a valorilor pentru acest
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parametru. Valorile cele mai mari au fost obtinute la probe prelevate din ambele statii de pe
paraul Arinu dupa o furtuna puternica.

- oxigenul dizolvat este direct influentat de viteza de curgere a apei si de activitatea
microorganismelor din apa, dar toate sursele urmadrite, fiind ape repezi de munte, au valori
crescute la acest parametru, cu observatia cd daterminarea a fost facuta in maxim o orad de la
prelevare. Valorile cele mai mari au fost obtinute la probe prelevate din statia Calimanel jos,
unde viteza de curgere a apei este foarte mare, chiar daca influenta factorului uman este una
insemnata.

- conductivitatea, bicarbonatul si duritatea sunt parametri strans legati de structura geo -
morfologica specifica locului de izvorare a fiecarui parau, fiind indicatori ai mineralizarii totale
a apei, cu valorile cele mai mici la paraul Caliméanel, care are mineralizarea cea mai scazuta si
cele mai mari la pararul Secu, mineralizare, sustinuta si de continutul cel mai ridicat de calciu.
- continutul de anioni (floruri, bromuri, cloruri, sulfati, fosfati, nitrati, nitriti) este foarte scazut,
valorile obtinute incadrandu-se in normele impuse pentru apele minerale naturale.

Pentru nitriti, valaorea maxim admisa este 0,1 mg / L, iar valorea maxima cititd pe
ioncromatograf a fost 0.08 mg / L, iulie 2017 in proba prelevata de la statia Célimanel jos (in
Panaci). Pentru nitrati, valaorea maxim admisa este 50 mg / L, iar valorea maxima citita pe
ioncromatograf a fost 2.98 mg / L, mai 2017 in proba prelevata de la statia Secu sus.

- continutul de cationi (amoniu, litiu, sodiu, potasiu, magneziu, calciu) este in limitele normale.

Capitolul opt, intitulat: Monitorizarea unor parametri microbiologici ai apei si a

biomasei algale are ca subcapitole determinarea NTG, coliformilor, enterococilor,
Pseudomonas, Clostridium, biomasa algelor verzi si albastre, diatomee, criptofite si cianoficee.
Analizand rezultatele pentru toti parametrii studiati, concluziile specifice sunt urmatoarele:
- toti indicatorii microbiologici au prezentat variatii semnificative intre statiile de prelevare de
pe cursul aceluiasi parau, astfel in amonte valorile sunt mult mai mici decat in aval. Pentru toti
parametrii, probele cele mai putin contaminate au fost cele din amonte ale paraului Calimanel.
- Indicatorul Pseudomonas aeruginosa, apare la doua dintre statii, Calimanel sus (parau) si
Secu sus, iar sporii de bacterii anaerobe sulfito-reducatoare (Clostridium) la statia Célimanel
sus (parau) au fost absenti in toate probele prelevate in timpul studiului.

Probele cu contaminarea cea mai mare au fost cele prelevate din statia Arinu jos si cele
din Calimanel jos, fiind evidenta influenta antropica prin activitatile economice desfasurate.

- toate tipurile de alge analizate au avut valori apropiate intre ele, valori mai mari la toti
parametrii fiind inregistrate la probele prelevate de la statia Arini jos.

-valorile maxime au fost inregistrate la probele prelevate de la statiile de pe paraul Arinu in
august 2018, dupa o ploaie torentiald, cand au fost antrenate cantitati mari de substante organice.

In capitolul nousi este studiatd fauna macronevertebratelor bentice.

Calitatea tributarilor bazinului Dornelor este reflectatd si de prezenta unor
macronevertebrate apartinand unor grupe taxonomice variate. Astfel, am incercat sa facem
aceasta evaluare biologica calitativa, fard a recurge la stabilirea IBGN (a indicelul biologic

Xiv



Cercetari asupra incarcaturii parazitare a unor emisari din bazinul Dornelor si corelatiile
saprobiologice

general normalizat), metoda ce presupune o analizd mult mai complexa a taxonilor.

Au fost respectate conditiile optime de prelevare in perioadele de vard si toamna,
datorita poludrii maxime, temperaturilor ridicate si a perturbatiilor relativ mici din apa. In
alegerea perioadelor de prelevare, se tine cont de faptul cd anumiti taxoni pot fi in faza aeriana,
de aceea am ales minimum 2 perioade de prelevare, in doua statii comparabile ca dimensiuni,
viteza de curgere a apei, natura substratului. Prelevarea probelor s-a realizat folosind
prelevatorul tip Surber pe cursurile mai iuti de apa sau ciorpacul limnologic pentru cursurile
mai lente de apa.

Analizand taxonii identificati in perioadele de colectare a macronevertebratelor
bentonice constatdm o abundenta crescutd in amonte fatd de aval la toate statiile, cu o detasare
clara a taxonilor de pe paraul Arinu, cu un numar de taxoni remarcabil, dintre care majoritatea
fiind trichoptere (64) si plecoptere (40), apartinand la 8 grupe faunistice. Chiar si in statia Arinu-
jos (aval), cei 74 de taxoni identificati, majoritatea fiind plecoptere, ne arata relevanta ecologica
a acestor biotopuri. Din punctul de vedere al abundentei taxonilor, urmeazid Bancu —sus
(amonte) cu 45 taxoni si respectiv 96 taxoni in statia din aval, dominante fiind in ordine,
trichopterele (65), urmate de plecoptere (22) si efemeroptere (7). Pe paraul Cilimanel,
semnaldm o abundentd a taxonilor din grupul Baetidelor (35amonte-23 aval). Paraul Calimanel
in zona de amonte este bogat in taxoni, cu reprezentanti din efemeroptere, (Heptageniidae 2,
Baetidae 35), plecoptere (Perlidae 1, Perlodidae 10, Capniidae 7), trichoptere (Rhyacophilidae
1, trichoptere cu casuta 3), diptere (Simuliidae 1), amfipode (Gammarus 3). In aval lipsesc atat
taxoni cat si familii din zoobentosul colectat, observandu-se o tendintd clard de diminuare a
numarului de specii sensibile la presiunea antropica (se reduc plecopterele, dar si trichopterele,
nu mai sunt amfipode -Gammarus). Grupul cel mai numeros de taxoni ai paraului Secu a fost
reprezentat de Gamaridae.

Capitolul zece sintetizeaza 1n 4 pagini concluziile partiale elaborate la fiecare studiu
din cercetarile proprii.

Teza este finalizatd cu bibliografie, si trei anexe: lista figurilor, lista tabelelor, lista
lucrarilor stiintifice publicate.
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ABSTRACT

In the doctoral thesis entitled "Research on the parasite load of certain tributaries in the
Dornelor basin and saprobiological correlations", we aimed to monitor water quality by
concentrating parasitic elements of certain protozoa that can generate zoonotic diseases, as an
effect of the discharge of organic matter originating from the animals raised in the micro farms
or households in the mountain area of the Dornelor basin. This study was simultaneously
correlated with the water quality analysis through multi-year physical-chemical,
microbiological or algal content measurements, as well as with a study on the presence of
benthic macroinvertebrates in the same 10 work stations on the studied watercourses, upstream
and downstream from some micro farms or agglomerations of human communities that could
influence water quality through different discharges. The streams from where samples were
collected between 2017 and 2018 were Arinu, Bancu, Caliméanel and Secu.

In the first part of the thesis, ""Current state of knowledge", the Dornelor depression
is characterized, taking into consideration the factors that influence parasitism in the water
environment, and the hydrographic basin is described so as to highlight the correlations between
animal breeding in the mountain area and its impact on the water environment. The workstations
and the streams from which samples were taken for the entire spectrum of analyses during the
study period are described in this subchapter.

The second chapter in the first part is dedicated to a bibliographic study on some
parasitic agents that can contaminate water sources, as well as methods of isolation and
identification of the same. In the third chapter water is characterized from a structural point
of view and concerning its physical-chemical properties. In the fourth chapter a study is
carried out on benthic macroinvertebrates, since a complete characterization of the trophic
networks in running waters must also be achieved based on the information on these
macroinvertebrates, because they represent an important link of certain trophic networks -
starting from the organic matter existing in a watercourse - which are different at the source and
at the river confluence.

The second part of the thesis includes my own research and is divided into five
chapters. In the fifth chapter, the location of the experiments as well as the purpose and
objectives of the research are described. While we previously referred to the aim of a holistic
approach to the characterization of a water course, the objectives of this study are the phases
through which this result is reached, namely:

- an analysis of the parasite load with species of zoonotic protozoa

- an analysis of the water physical-chemical indicators

- an analysis of microbiological parameters and the tracking of algal biomass

- an analysis of the macrozoobenthos, which is the synthetic expression of the general
quality of running waters.
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Each of these objectives constitutes a separate chapter of the own research part of the
thesis, and the research results have been published in 3 scientific works in specialized journals.
The thesis ends with a chapter on final conclusions, bibliography and appendices.

Chapter six is dedicated to the study of methods for the quantitative and qualitative
detection of Cryptosporidium spp. oocysts and Giardia spp. cysts in surface waters, as well as
their identification and molecular characterization. Among the 10 sampling stations, for Giardia
cysts the highest load was recorded in Calimanel jos (Panaci), with a total of 33 cysts identified
throughout 2017 - 2018, with an average of 2.8 cysts / month, followed by the Secu station
(bottom) with a total of 23 cysts visualized in 2017-2018 and an average of 1.9 cysts / month.
At the opposite end, the lowest load was recorded in Cilimanel sus (stream), where the total
number of cysts visualized was 3, with an average of 0.25 cysts / month, followed by the Bancu
sus station with a total of 5 identified cysts and an average of 0.4 cysts / month. For
Cryptosporidium oocysts, among the 10 sampling stations, the highest load was recorded in
Bancu sus, with a total of 4 oocysts identified throughout 2017 - 2018, with an average of 0.33
oocysts / month, followed by the Secu stations with a total of 3 oocysts visualized in 2017-2018
and an average of 0.25 cysts / month. At the opposite end, is Calimanel sus (pararu), where was
not identified any oocyst.

The outcomes revealed the fact that the emissaries under study have a low parasite load
and that upstream of the human settlements the water has a high degree of purity.

The higher load of Giardia spp and Cryptosporidium spp. corresponded to an existing
animal husbandry activity in the area. The lower parasite load upstream compared to
downstream proves the influence of human communities, and the exclusive PCR identification
of the zoonotic species Cryptosporidium parvum may be an indicator of the effect that rural
cattle farms as well as hunting stock have on mountain streams.

The study carried out for the characterization based on the physical-chemical
parameters of the emissaries in the Dornelor basin is described in chapter seven, each in a
separate sub-chapter: temperature, pH, organic substances, conductivity, dissolved oxygen,
alkalinity, nitrates, nitrites, the content of cations, concluding the following aspects:

- water temperature varied depending on the season and the place of sampling

- the pH values are slightly alkaline, above 7.00, with only one exception (Calimanel
jos, September 2017) which we consider a potential accidental contamination. The variations
of this parameter are correlated with the geological substrate, but also with different economic
activities. Thus, the lowest pH values are recorded by the stations on the Calimanel stream,
where human activities are more intense.

- organic substances are an indicator closely related to the microbiological load and it
is directly influenced by heavy summer rains, which wash organic matter off the slopes.
moreover, a more intense downstream economic activity causes an increase in the values for
this parameter. The highest values were obtained in samples taken from both stations on the
Arinu stream after a heavy storm.
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- dissolved oxygen is directly influenced by the speed of water flow and the activity of
microorganisms in the water; nevertheless, all the monitored sources, being quick mountain
water streams, have increased values for this parameter, and the determination was made within
a maximum of one hour from sampling. The highest values were obtained from samples taken
from the Célimanel jos station, where the water flow speed is very high, even if the influence
of the human factor is significant.

- conductivity, bicarbonate and hardness are parameters closely related to the geo-
morphological structure specific to the source of each stream, being indicators of the total
mineralization of the water, with the lowest values in the Calimanel stream - which has the
lowest mineralization rate - and the highest values in the Secu stream, taking into account that
mineralization is also supported by the highest calcium content.

- the content of anions (flowers, bromides, chlorides, sulphates, phosphates, nitrates,
nitrites) is very low, the values obtained falling within the norms imposed for natural mineral
waters.

For nitrites, the maximum allowed value is 0.1 mg/ L, and the maximum value read on
the ion chromatograph was 0.08 mg / L, in July 2017 in the sample taken from the Calimanel
jos station (in Panaci). For nitrates, the maximum allowed value is 50 mg / L, and the maximum
value read on the ion chromatograph was 2.98 mg / L, in May 2017 in the sample taken from
the Secu sus station.

- the content of cations (ammonium, lithium, sodium, potassium, magnesium, calcium)
is within normal limits.

Chapter eight, entitled “Monitoring of certain microbiological parameters of water and
algal biomass” is divided into subchapters regarding the determination of NTG, coliforms,
enterococci, Pseudomonas, Clostridium, the algal biomass for green and blue algae, diatoms,
cryptophytes and cyanophyces. Following an analysis of the results for all the studied
parameters, the specific conclusions are the following:

- all microbiological indicators showed significant variations between the sampling
stations on the course of the same stream, thus upstream values are much lower than
downstream values. For all parameters, the least contaminated samples were those upstream of
the Célimanel stream. - The Pseudomonas aeruginosa indicator appears in two of the stations,
Cilimanel sus (stream) and Secu sus, and spores of anaerobic sulphite-reducing bacteria
(Clostridium) were absent in all the samples taken during the study in the Calimanel sus (stream)
station.

The samples with the highest contamination were those taken from the station Arinu
jos and those from Calimanel jos, the anthropic influence being obvious due to the economic
activities carried out.

- every type of algae analysed had similar values, higher values for all parameters being
recorded in the samples taken from the lower Arini station.
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- the maximum values were recorded in the samples taken from the stations on the Arinu
stream in August 2018, after a heavy rain, when large amounts of organic substances were
washed off.

In the ninth chapter includes a study on the benthic macroinvertebrate fauna.

The quality of the tributaries of the Dornelor basin is also rendereds by the presence of
some macroinvertebrates belonging to various taxonomic groups. Thus, we tried to make this
qualitative biological assessment, without resorting to establishing the NGBI (normalized
global biological index), a method that requires a much more complex analysis of the taxa.

The optimal sampling conditions were observed in the summer and autumn periods,
due to maximum pollution, high temperatures and relatively small disturbances in the water. In
choosing the sampling periods, it is taken into account that certain taxa may be in the aerial
phase, that is why we chose at least 2 sampling periods, in two stations comparable in terms of
size, water flow speed, nature of the substrate. Sampling was done using the Surber type sampler
on the faster watercourses or the limnological net for the slower watercourses.

Analysing the taxa identified during the periods when benthic macroinvertebrates were
collected, we found increased abundance upstream compared to downstream, in all stations,
with a clear detachment of taxa from the Arinu stream, with a remarkable number of taxa, most
of which are Trichoptera (64) and Plecoptera (40), belonging to 8 faunal groups. Even in the
Arinu-jos station (downstream), the 74 identified taxa, most of them Plecoptera, show us the
ecological relevance of these biotopes. The following stream most abundant in taxa is Bancu-
sus (upstream) with 45 taxa and respectively 96 taxa in the downstream station, with a
predominance of Trichoptera (65), followed by Plecoptera (22) and Ephemeroptera (7). On the
Cilimanel stream, we report an abundance of taxa from the Baetidae group (35 upstream-23
downstream). The Caliméanel stream in the upstream area is rich in taxa, with representatives of
Ephemeroptera, (Heptageniidae 2, Baetidae 35), Plecoptera (Perlidae 1, Perlodidae 10,
Capniidae 7), Trichoptera (Rhyacophilidae 1, Trichoptera with small house 3), Diptera
(Simuliidae 1), Amphipods (Gammarus 3). Downstream, both taxa and families are missing
from the collected zoobenthos, with a clear tendency to decrease the number of species sensitive
to anthropogenic pressure (Plecopters are reduced, but also Trichoptera, there are no more
amphipods - Gammarus). The most numerous group of taxa of the Secu stream was represented
by Gamaridae.

Chapter ten summarizes in 4 pages the partial conclusions drawn for each study in my
own research.

The thesis is completed with a bibliography and three appendices: list of figures, list of
tables, list of published scientific works.
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Cercetari asupra incarcaturii parazitare a unor emisari din bazinul Dornelor si corelatiile
saprobiologice

CAPITOLUL 1. CARACTERIZAREA DEPRESIUNII
DORNELOR, A FACTORILOR CARE INFLUENTEAZA
PARAZITISMUL iN MEDIUL ACVATIC SI DESCRIEREA
BAZINULUI HIDROGRAFIC STUDIAT

CHAPTER 1. THE CHARACTERIZATION OF DORNELOR
DEPRESSION, THE FACTORS THAT INFLUENCE THE
PARASITISM IN THE AQUATIC ENVIRONMENT AND THE
DESCRIPTION OF THE HYDROGRAPHIC BASIN STUDIED

1.1. Relieful, reteaua hidrografica, impactul cresterii animalelor asupra
mediului

Depresiunea Dornelor este situatad in nord - estul Romaniei, in partea de sud - vest a
judetului Suceava cuprinzdnd municipiul Vatra Dornei si noud comune limitrofe: Cérlibaba,
Ciocanesti, [acobeni, Dorna Arini, Panaci, Saru Dornei, Dorna Candrenilor, Cosna si Poiana
Stampei, fiecare cu satele aferente, aproximativ 49 sate. Zona Dornelor este o depresiune
intramontand situatd la o altitudine de 800 - 900 m si cuprinde doua compartimente:
Depresiunea Sar si Depresiunea Poiana, legate prin ulucul depresionar Dorna Candrenilor -
Vatra Dornei.

Depresiunea, de origine tectonica si de baraj vulcanic, este incadrata in grupa Carpatilor
Orientali, Inchisa la nord de Obcina Suhardului, la est de Muntii Bistritei, la vest de Muntii
Bargaului si la sud de Muntii Calimani. Zona Dornelor se afla in etajul padurilor de molid si a
celor de amestec, aproximativ 60 % din teritoriul depresiunii fiind acoperit cu paduri. Pajistile
montane sunt alcatuite din finete si pasuni naturale, care ocupa suprafete intinse si care sunt
valorificate prin zootehnie, practic si unica ramura a agriculturii cu potential de dezvoltare in
zond. Astfel, in zona s-au dezvoltat micro-ferme zootehnice de bovine, pentru lapte si carne, de
ovine, de caprine, la care se adauga micile gospodarii, impreuna reprezentand principalii factori
de poluare parazitara pentru bazinul hidrografic din zona. Gospodariile individuale §i micro -
fermele sunt bine delimitate ca si proprietati, in medie intre 2 si 10 hectare de pasuni, intre 1 si
8 hectare de fanete si cu suprafete mult mai mici, in medie intre 0.04 - 0.5 hectare suprafata
arabild. Pasunile sau imasurile sunt divizate in parcele mai mici, pe care se practicd un pasunat
rational, intre 1 iunie si 15 septembrie, utilizand inclusiv luminisurile din padurile apartinand
gospodariilor respective.

Utilizarea pasunilor si fanetelor sunt specifice zonei montane, raspandite in etajul
molidului, pe versantii avand diferite expozitii, pe soluri brun - roscate de padure sau podzoluri
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sarace, dar bine aprovizionate cu apa. Animalele pasuneaza pe terenuri bine delimitate, intre
700 si 1500 m altitudine specia bovine, iar la altitudini peste 1500 m specia ovine. Pasunatul
este organizat pe tabere de vard, vacarii sau stani, amplasate in locuri ferite de vanturi §i cu o
sursa de apa 1n apropiere.

Cresterea animalelor in zona se referd in principal la specia bovine, destinata
productiei de lapte si carne si doar In mica masura la specia ovine si caprine. Adaposturile pentru
animale sunt construite in general din lemn, avand in mijlocul podelei un canal construit din
beton prin care se scurge purinul cétre o groapd de colectare sau un bazin. Gunoiul este colectat
si eliminat manual, iar pentru absorbtia purinului si gunoiului de grajd, in aceasta zona se
foloseste rumegusul de raginoase. Animalele fiind crescute in sistem gospodaresc, cele adulte
sunt legate 1n timpul stabulatiei in grajd, iar pentru vitei sunt construite boxe individuale, avand
stabulatie libera. Stabulatia in grajd dureaza in perioada iernii, din octombrie pana in mai.
Adaparea se face la paraiele sau izvoarele din apropierea gospodariei, putine gospodarii avand
instalate addpatori automate in grajduri. Gunoiul de grajd si purinul sunt folosite ca fertilizanti
pentru Ingrasarea terenurilor agricole din zona. Terenurile nu sunt totusi excesiv fertilizate,
deoarece gospodarii cunosc faptul ca utilizarea in cantitafi mari a rumegusului ce intra in
amestecul dejectiilor, reduce activitatea microbiand din sol prin continutul mare de acid tanic si
substante raginoase. Putine gospodarii detin platforme betonate pentru depozitarea gunoiului si
bazine de colectare a purinului. Aceastd gospodarire vicioasa a dejectiilor animale polueaza
mediul atat cu nitrati si nitriti, dar mai ales cu elementele parazitare existente in materiile fecale.

Micro-fermele construite in ultima perioada depdsesc cea mai mare parte a
neajunsurilor intalnite Tn micile gospodarii, respectand astfel legislatia in vigoare, mai precis
avand in mod obligatoriu platforma betonatd pentru gunoi si bazin betonat pentru colectarea
purinului, fiind alimentate la reteaua de apa si astfel addparea realizandu-se cu ajutorul
adapatorilor automate, pentru fiecare animal in parte. Prin respectarea acestor prevederi se
limiteaza deversarile masive de dejectii care polueaza cursurile de apa. O parte dintre micro -
fermele construite 1n ultimii ani au contract pentru furnizarea laptelui cu procesatorii din zona,
existand o structurd bine organizata cu centre de colectare a laptelui ca materie prima.

Conditiile favorabile oferite de formele de relief, de intinsele paduri de conifere si de
factorii climatici, satisfac cele mai diverse cerinte ecologice pentru o fauna bogatd si bine
reprezentatd in arealul depresiunii dornene. Spre inaltimi se intalneste ursul brun (Ursus arctos),
cerbul carpatin (Cervus elaphus), capriorul (Capreolus capreolus), rasul (Lynx lynx), cocosul
de munte (Tetrao urogallus), cocosul de mesteacan (Lyrurus tetrix). Fondul cinegetic bogat din
intregul bazin al Dornelor reprezintad de asemenea o sursa permanenta si necontrolatad de poluare
parazitard a surselor de apa.

Apele raurilor sunt bogate in pesti, mai ales salmonide, cum ar fi : lostrita (Hucho
hucho), pastravul de munte (Salmo trutta fario), pastravul curcubeu (Salmo gairdneri), mreana
(Barbus barbus), zvarlocul (Cotus gobio), scobarul (Chondostroma nasus) etc.
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1.2. Statii destinate prelevarii probelor de apa

Activitatea de cercetare se va baza pe probele de apa prelevate din statiile stabilite pe
cursul a patru emisari din Depresiunea Dornelor, in fig. 1.1 fiind prezentatd imaginea de
ansamblu a Intregii zone, incusiv reteaua hidrografica.

Fig.1.1 Harta depresiunii Dornelor
(sursa: Primaria Vatra Dornei, Proiect POR 2007-2013)
Fig.1. Map of the Dornel depression
(source: Vatra Dornei City Hall, 2007-2013- POR Project).

Prelevarea probelor de apa este prima etapa pentru orice tip de determinare (parazitara,
fizico - chimicd, microbiologicd). O proba de apa trebuie si fie reprezentativa pentru obiectivul
luat in studiu, iar in acest sens trebuie respectate cerintele standardelor in vigoare referitoare la
prelevare (SR EN ISO 5667 - 1 /2008 : Calitatea apei. Prelevare. Partea 1 : Ghid general pentru
stabilirea programelor si a tehnicilor de prelevare; SR EN ISO 5667 - 3 / 2008 : Calitatea apei.
Prelevare. Partea 3 : Ghid pentru conservarea si manipularea probelor de apd; SR EN ISO 5667
- 16 / 2006 : Calitatea apei. Prelevare. Partea 16 : Ghid general pentru testari biologice ale
probelor; SR EN ISO 19458 / 2007 : Calitatea apei. Prelevarea pentru analiza microbiologica;
SR EN ISO 5667 - 6 /2009 : Calitatea apei. Prelevare. Partea 6 : Ghid pentru prelevari efetuate
in rauri i alte cursuri de apd; SR EN ISO 5667 - 23 /2011 : Calitatea apei. Prelevare. Partea 23
: Ghid pentru prelevarea pasiva in apele de suprafatda; SR EN ISO 10870 /2012 : Calitatea apei.
Linii directoare pentru selectia metodelor si dispozitivelor de esantionare pentru macro -
nevertebratele bentice din apele dulci).

Avand 1n vedere tema cercetarii noastre, statiile de prelevare a probelor de apa s-au
stabilit tindnd cont de caracteristicele proprii fiecarui parau, caracteristici morfologice si
hidrologice, panta, vitezd de curgere si mai ales in functie de dispozitia surselor de poluare pe
traseul amonte-aval de comunitatile umane cursurilor de apa.
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Pentru a urmari variatiile pe parcursul unui an, probele s-au prelevat conform unui
program bine stabilit, cu prelevari lunare si/sau sezoniere, tindnd cont de fiecare indicator
urmarit, in corelatie cu variatiile de temperatura, precipitatii si dinamica rezultatelor.

Compozitia floristica si faunisticd a unui curs de apa depinde de climatul general, de
viteza de curgere a apei si de substratul pe care curge. Biocenoza cursurilor de apa cu substrat
pietros, cum este cel din zona de munte, este variata si bogata, alcatuita din spongieri, viermi,
larve ale unor insecte, precum si numerosi pesti (Mohan, 1993).

A fost analizat intreg bazinul hidrografic al Dornelor, stabilind pentru aceasta cercetare
afluenti ai raului Bistrita, Dorna sau Neagra care strabat asezdri umane, care au o calitate a apei
buni sau foarte buni si de unde pot fi prelevate probe pentru analize. In continuare sunt descrise
cateva cursuri de apa alese pentru acest studiu.

1.2.1. Paraul Bancu

Afluent de dreapta al raului Tesna (afluent al raului Dorna), paraul Bancu strabate satul
Valea Bancului din comuna Cosna, avand o lungime de 12 km, cu o suprafatd a bazinului
hidrografic de 101 km?si colecteaza mai multe paraie din zona, iar in tab. 1.1. este prezentatd
evolutia mediilor debitelor lunare multianuale.

Tab.1. 1. Debite lunare multianuale 1950-2015 pentru paraul Bancu
(Sursa : Apele Romane, A.B.A.Siret, punct de lucru VD, 2016)
Tab.1.1. Multiannual monthly flows 1950-2015 for Bancu stream
(Source: Romanian Waters, A.B.A. Siret, VD work point, 2016)
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S-au fixat doua statii de prelevare, una in sat aproape de varsarea in raul Tesna si una
la ~10 km 1n amonte, intr-o zond in care influenta factorului antropic este redusa. Valea
Bancului este caracterizatd printr-o faund bogata, reprezentata prin rumegatoare, In special
cervide, monogastrice reprezentate mai ales de mistreti si carnivore mari, reprezentate in
principal de urs si lup. Pe tot parcursul paraului Bancu se gisesc mai multe pastravarii, aflate
pe ambele parti ale albiei. Valea Bancului abunda in pasuni si fanete naturale, unde exista
aproximativ 150 gospodarii individuale si un numar de 5 micro - ferme zootehnice, care
pasuneaza liber ~ 6 luni pe an. Majoritatea pasunilor si fanetelor din aceastd zona sunt certificate
ca si ecologice, singurul ingrasamant permis fiind gunoiul de grajd. Valea Bancului este
recunoscuta pentru calitatea apelor subterane, in zona existand mai multe foraje de ape minerale
naturale, in exploatare, ale unei firme privatecu vechime pe piata apelor minerale naturale.
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1.2.2. Paraul Secu

Afluent de dreapta care se varsa in raul Dorna la intrarea in localitatea Dorna
Candrenilor dinspre Vatra Dornei, are o lungime de 7 km si o suprafatd a bazinului hidrografic
de 21 km?, iar in tab.1. 2. sunt redate debitele minime si maxime, intre anii 2013 - 2015.

Tab.1. 2. Debite minime si maxime, 2013 - 2015, pentru paraul Secu
(Sursa : Apele Romane, A.B.A.Siret, punct de lucru VD, 2016)

Tab.1.2. Minimum and maximum flows, 2013 - 2015, for the Secu stream
(Source: Romanian Waters, A.B.A. Siret, VD work point, 2016)

Anul 2013 2014 2015
Qmin (mc/s) 0,055 0,030 0,054
Qmax (mc/s) 0,245 0,254 0,524

S-au fixat 2 statii de prelevare, una in sat, la varsarea in raul Dorna si una la ~ 5 km in
amonte, intr-o zona in care factorul antropic intervine in micd masura. Valea Seculului este
caracterizata printr-o vegetatie forestiera importanta, asociata cu o fauna abundenta in cervide,
mistreti si carnivore mari. Suprafetele de pasuni si fAnete sunt mici, existd amenajamente
pastorale (stani) in perioada estivald, precum si circa 20 gospodarii individuale si 1 micro -
ferma zootehnica, concentrate aproape de varsarea paraului in raul Dorna. Valea Secului este
un bazin hidrografic important, cu ape de calitate, deservind intreaga alimentare a comunei
Dorna Candrenilor si partial oragul Vatra Dornei, dar mare parte este in exploatare de catre o
alta firma importantd de pe piata nationala a apelor minerale. In zona se desfisoara si activitati
de prospectiuni prin mai multe foraje in vederea unei potentiale exploatari.

1.2.3. Paraul Arinul

Afluent de dreapta al raului Bistrita, paraul Arinul strabate satul Dorna Arini din
comuna cu acelasi nume, avand o lungime de 7 km si un bazin hidrografic de 22 km?, iar in
tab.1.3. sunt redate debitele minime si maxime, intre anii 2013 - 2015.

Tab. 1.3. Debite minime si maxime, 2013 - 2015, pentru paraul Arinul
(Sursa : Apele Romane , A.B.A.Siret, punct de lucru VD, 2016)

Tab. 1.3. Minimum and maximum flows, 2013 - 2015, for the Arinul stream
(Source: Romanian Waters, A.B.A. Siret, VD work point, 2016)

Anul 2013 2014 2015
Qmin (mc/s) 0,100 0,049 0,128
Qmax (mc/s) 0,502 0,507 0,356
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S-au fixat doua statii de prelevare, una in sat, la varsarea in Bistrita si una ~ 7 km in
amonte, intr-o zond in care apele au un grad redus de poluare umana, datorita lipsei factorului
antropic. Valea Arinului este un mixt de vegetatie forestiera, pasuni si fanete, de-a lungul
paraului existd aproximativ 100 gospodarii individuale, 3 micro - ferme zootehnice, care
pasuneazi liber ~ 6 luni pe an, precum si mai multe exploatatii piscicole. In zona exista de
asemenea mai multe izvoare de ape minerale naturale in prospectiuni ale altei firme private.

1.2.4. Paraul Cilimanel

Afluent de dreapta al raului Neagra, formeaza un culoar depresionar intre ramura
muntoasd formata de Muntii Bistritei si muntii Calimani, culoar de-a lungul céruia este situata
comund Panaci. Are o lungime de 12 km si o suprafatd a bazinului hidrografic de 73 km?. Pe
traseul sau, paraul Cilimanel colecteaza apa numeroaselor paraie care impanzesc zona, iar in
tab.1.4 sunt redate debitele minime si maxime, 2013 - 2015.

Tab. 1.4. Debite minime si maxime, 2013 - 2015, parau Calimanel
(Sursa : Apele Roméane A.B.A.Siret, punct de lucru VD, 2016)

Tab. 1.4. Minimum and maximum flows, 2013 - 2015, Calimanel stream
(Source: Romanian Waters A.B.A.Siret, VD work point, 2016)

Anul 2013 2014 2015
Qmin (mc/s) 0,163 1,84 0,154
Qmax (mc/s) 1,84 0,32 1,30

S-au fixat 4 statii de colectare, una in satul Coverca si 3 in amonte la~ 3 /5 /7 km, din
3 paraie de alimentare, In zone cu influenta antropica diferita.

Valea Cilimanelului este caracterizatd printr-o influenta antropicd ridicata, cursul
paraului fiind urmat de drumul judetean care face legatura intre judetele Suceava si Harghita.
Aici existd o concentrare mare de gospodarii individuale §i micro - ferme zootehnice, toate
certificate ca si ecologice. Zona este de asemenea recunoscuta pentru puritatea apei, in zona
existand mai multe foraje si captéri de ape minerale naturale in exploatare si In prospectiuni, ale
altei firme private importante pe piata de profil.



Cercetari asupra incarcaturii parazitare a unor emisari din bazinul Dornelor si corelatiile
saprobiologice

CAPITOLUL 2. STUDIU PRIVIND UNITI AGENTI PARAZITARI
CARE POT CONTAMINA SURSELE DE APA

CHAPTER 2. STUDY ON SOME PARASITIC AGENTS THAT
CAN CONTAMINATE WATER SOURCES

2.1. Surse de apa de suprafata si subterane

Agentii parazitari care pot contamina sursele de apd de suprafatd (protozoare,
trematode, cestode, insecte, etc.) au fost subiect de studiu pentru multi cercetétori din Intreaga
lume, rezultatele acestor cercetari fiind publicate in diverse reviste stiintifice de specialitate,
marea majoritate accesibile si online, pe site - urile de profil. Din lucrarile stiintifice disponibile,
a fost realizatad o sinteza din care reiese faptul cd dintre agentii parazitari cu caracter zoonotic
care formeaza obiectul studiului tezei de fata, au fost identificati in apele de suprafatd de pe
intreg mapamondul, iar studierea lor reprezinta o preocupare reald, tinand cont de necesitatile
crescande de surse de apa potabila dar si de posibila lor contaminare, fie ca sunt surse potabile
sau ape recreative.

Sursele de apa de suprafatd desi nu sunt indicate pentru consum, sunt utilizate intens
mai ales in sezonul cald, iar pentru zona montana este o obignuinta zootehnica vitald. Adapatul
direct din paraie sau rauri, poate avea riscuri, apa fiind adesea impurificata biologic de dejectii,
excretii, suspensii, sau de diferite substante aparute accidental care pot genera o poluare
chimica.

Spre deosebire de apa de suprafatd, apele subterane corespund in general calitatii
impuse pentru consum, dar si acestea pot fi contaminate prin exploatarea neigienica a fantanilor
sau a izvoarelor, cu diferite infiltratii, care pot avea consecinte asupra sanatitii omului si
animalelor, fiind responsabile de o gama larga de boli infectioase sau diferite intocicatii care
pot genera boli cronice (COMAN, 1.1988).

Apele subterane se clasifica in ape freatice si ape de adancime. Apele freatice sunt
utilizate intens in consum de catre colectivitati in special in mediul rural, pe care o exploateaza
prin fanténi, adancimea apelor freatice fiind cuprinsa intre 1- 25 metri, in functie si de regimul
hidrografic al zonei. Ele se infiltreaza prin straturile de sol si astfel se purifica proportional cu
adancimea (BLITZ, 1967). Daca in apropierea apelor freatice sunt surse care pot impurifica
aceste ape, (gropi de gunoi, grajduri sau dejectii colectare de la acestea, closete), utilizarea lor
se va realiza cu precautie. CORLETIANU (1975), arata ca termica acestor ape este cuprinsi
intre 13-17° C vara si 5-8° C iarna. Turbiditatea acestor ape este crescutd datoritd particulelor
fine de argila si a precipitatelor de magneziu sau fier din suspensise, a substantelor organice sau
microorganismelor.
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Poluarea acviferelor poate fi realizatd cu ape reziduale industriale, cu reziduri solide
si/sau semisolide, cu resuri menajere. Daca solurile sunt permeabile, pot apare surse de poluare
accidentale, cu caracter temporar, dar care pot provoca epidemii. (MITRANESCU, 1988).

2.2. Studii referitoare la Cryptosporidium spp. si Giardia spp.

Apa utilizata in scopul prepardrii furajelor ca si apa de consum, pot vehicula elemnte
parazitare. Deasemeni, apele stagnante, cele provenite din viituri sau cele care spala terenuri
parazitate au un grad de contaminare evident.

Un studiu asupra speciilor de Crytosporidium si a subtipurilor sale a fost efectuat in
regiunea centrald a Spaniei, de citre A.L. Galvan si colaboratorii sai in apa de baut, apa din
statiile de epurare, precum si apa din bazinele de agrement, utilizand ca metoda de prelevare a
probelor USEPA Method 1623 si ca metodd de concentrare IDEXX Filta-Max System,
punandu-se in evidenta prezenta diferitelor genuri de Crytosporidium (C. parvum, C. hominis)
prin metoda PCR, identificAndu-se speciile la nivel molecular. Din aproximativ 150 de probe,
15.3 % au fost pozitive la testul IF, iar 26.7 % au fost pozitive la testul PCR. O frecventd mai
mare a fost evidentiata in apa din statiile de epurare. In ceea ce priveste dispunerea lor in functie
de anotimp, cea mai mare prezenta a fost observata iarna si primadvara. Datele obtinute In urma
studiului au pus in evidenta diversitatea genurilor de Cryptospordium spp. prezente in apele de
baut, dar si in apele reziduale: C. hominis, C.parvum, C.muris, C.andersoni, C. ubiquitum
(Galvan, 2013).

Un alt studiu efectuat in regiunea Galitia, tot din Spania a urmarit evidentierea speciilor
de Cryptosporidium si Giardia in influentii si efluentii proveniti din 12 statii de epurare,
calculandu-se potentialul de infestare pe care acesti efluenti il au in contaminarea apelor
curgitoare, precum si din zonele de agrement. In acest sens au fost prelevate probe de 25 - 30
L apa, in toate sezoanele, primdvara, vara, toamna si iarna anului 2007, analizandu-se un numar
de 96 de probe, utilizdnd tehnica de prelevare USEPA Method 1623. Pentru identificarea
genotipica s-a folosit metoda de identificare moleculard. Ambii paraziti au fost identificati in
toti efluentii si in toate anotimpurile. Concentratia chisturilor de Giardia duodenalis a fost mai
mare decat a cea a oochisturilor de Cryptosporidium spp., variind de la o statie la alta, iar
distributia sezonierd a aratat o concentratie mai mare primavara si vara. Ca specii identificate
au fost Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium hominis,
precum si Giardia duodenalis. Concluziile acestui studiu au relevat un potential ridicat de
contaminare cu speciile de parazifi mai sus mentionate a efluentilor proveniti de la cele 12 statii
de epurare, obligand la masuri suplimentare de tratare a apei impotriva parazitilor, astfel incat
concentratia in apele tratate sa fie redusa la minimum (Castro-Helmida, 2008).

In Ungaria, au fost efectuate studii de detectare si caracterizare a speciilor de Giardia
si Cryptosporidium din apele de suprafata din efluentii statiilor de tratare, precum si din lacul
Balaton (Plutzer J. et.al, 2008). Au fost prelevate 36 de probe din diferite surse de apa, de pe tot
arealul Ungariei. Metoda de concentrare a chisturilor si oochisturilor a fost USEPA Method
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1623, iar pentru detectie s-au utilizat teste IFT si PCR. Tipizarea s-a realizat prin metoda
moleculara. Dupa analiza tuturor probelor prin IFT, 67% au fost pozitive pentru Giardia spp.,
respectiv 42 % pentru Cryptosporidium spp. Rezultatele la PCR au confirmat prezenta in 36%
din probe pentru Giardia spp. si 28% pentru Cryptosporidium spp. Studiile efectuate au
evidentiat prezenta unui nou subtip de Giardia duodenalis, si au condus la o cartografiere a
prezentei parazitilor in apele de pe teritoriul Ungariei (Plutzer, 2008).

Cercetari pentru evaluarea prevalentei speciilor de paraziti Cryptosporidium si Giardia
au fost efectuate si in provincia Alava din nordul Spaniei, unde in principal au fost studiate
posibilele asociatii dintre prezenta celor 2 protozoare si flora microbiologica a apei, cu analizele
fizico - chimice, precum si cu conditiile atmosferice. In aces scop au fost prelevate 284 de probe
din diferite surse de apa (apa de baut, apa din rauri etc). Oochisturile de Cryptosporidium spp.
au fost detectate in 63 % din probele prelevate direct din rauri, 33.3 % din bazinele de captare,
iar 22% din statiile de tratare ale apei. Giardia spp. a fost identificatd in 92% din probele
prelevate din rauri, 55% din bazinele de captare si 26 - 40 % din diferite statii de tratare. Prezenta
Cryptosporidium spp. si Giardia spp. are o corelatie directd cu nivelul de turbiditate al apei, din
probele analizate si Tn marea majoritate a probelor au fost gésite asocieri intre nivelul total al
coliformilor si Escherichia coli. In ceea ce priveste sezonalitatea, Cryptosporidium spp. a fost
identificat cu preponderenta in perioada toamnei, pentru Giardia spp. neexistand o sezonalitate.
Concluzia principald a fost ca cele 2 protozoare se gasesc 1n apele de suprafatd intr-un procent
destul de ridicat in aceastda regiune. Impactul studiului a fost faptul ca tratamentele de baza
utilizate in statiile de epurare, respectiv filtrarea si clorinarea, nu sunt suficiente pentru a furniza
o0 apa de calitate, respectandu-se cerintele de biosecuritate (Carmena, 2007).

In Rusia si Bulgaria au fost efectuate studii cu privire la identificarea oochisturilor de
Cryptosporidium spp. si chisturilor de Giardia spp., in apa Imbuteliatd a principalilor furnizori
de pe piata celor doua tari. Astfel au fost colectate 166 probe din regiunea Rostov din sudul
Rusiei, precum si din Sofia si Varna, din Bulgaria. Metoda utilizata pentru concentrare a fost
filtrarea si flocularea, urmata de purificarea cu sucroza, detectia si identificarea facAndu-se prin
imunofluorescentd. Chisturile de Giardia spp. au fost identificate in cateva probe provenite din
apa imbuteliata (Karanis, 2006).

Un studiu privind prevalenta speciilor de Cryptosporidium si Giardia a fost efectuat si
pe principalele rauri din vestul Romaniei, de catre echipa condusa de Dr. Kalman Imre de la
Universitatea de Stiinte Agricole si Medicinad Veterinara Timisoara. Tindnd cont de schimbarile
climatice, preocuparile pentru calitatea surselor de apa de baut se indreapta spre cercetari care
sa pund 1n evidentd nivelul de contaminare al apelor atat din punct de vedere microbiologic, cat
si parazitar. Studiul de fata a fost efectuat pe 8 rauri din jurul a 15 orase mari din vestul
Romaniei. Au fost analizate 21 de probe, iar prelevarea probelor s-a efectuat prin filtrarea a
minim 2.5 litri de apa pana la maxim 45 litrii. Oochisturile de Cryptosporidium spp. si chisturile
de Giardia spp.au fost izolate utilizdnd separatia imunomagnetica si cuantificati la microscop,
prin fluorescentd. Chisturile si respectiv oochisturile celor 2 paraziti au fost identificate in 76%

9



Teza de doctorat Ionela-Valerica PINDELI (cas. VOLOSENIUC)

din probe, iar in 14.3 % dintre acestea, incarcatura a fost foarte mare, pana la 300 chisturi / litru
la Giardia spp. si 48 oochisturi / litru la Cryptosporidium spp. in ceea ce priveste speciile, la
Cryptosporidium a fost identificat Cryptosporidium parvum, iar la Giardia au fost identificate
Giardia duodenalis de tip uman si de tip provenit de la rumegatoare. Rezultatele obtinute au
aratat faptul ca apa poate fi un potential vector pentru agentii patogeni verificati, In zona studiata
(Imre, K., 2016).
Cryptosporidium spp.

Considerat poate cel mai important agent patogen din apa, genul Cryptosporidium are
o taxonomie incd neclara, fiind acceptat insd de majoritatea specialistilor cd doar doua dintre
specii paraziteazd mamiferele: Cryptosporidium parvum si Cryptosporidium muris. Ciclul
biologic este detaliat in fig. 2.1.

Cryptosporidium parvum provoacd criptosporidioza, boala care afecteaza indivizii
tineri din specii de mamifere (vitei, manji, miei, iezi, purcei, iepuri), pasari (pui de gaina, curca,
gasca), dar si la om, putand da forme grave la imunosupresivi.

Fig.2.1. Ciclul evolutiv la Cryptosporidium spp.
Fig.2.1.Cycle of Cryptosporidium spp.
(source: Wikipedia, / CDC)

Caracterul specific acestui protozoar este oochistul sferic, care masoarda 4 - 6 um si
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contine 4 sporozoiti liberi, neinclusi in sporochist. Criptosporidiile sunt paraziti extracelulari,
cu ciclul de viata scurt si rapid, In interiorul aceleiasi gazde trecand prin toate fazele de
dezvoltare. Acest sporozoar paraziteaza marginea in perie a enterocitelor din intestinul subtire,
intestinul gros si stomac, dar poate fi gasit si pe alte segmente ale tubului digestiv. Dupa fixare,
parazitul formeaza un "organit de hranire" din pliurile membranei plasmatice, venind in contact
cu citoplasma celulei gazda (Dulceanu, 2009).

Oochisturile sunt eliminate prin fecale, timp de 9 - 10 zile, incepand dupa 3 - 4 zile de
la infestare i se caracterizeza prin rezistentd foarte mare la conditiile de mediu, dar si la
substantele de dezinfectie uzuale. Transmiterea la om se realizeaza pe calea fecal - orald, prin
apa si hrana infestatd, cu preponderenta in sezonul cald. Boala se manifesta prin voma, diaree,
frisoane, transpiratie, cefalee, scaune apoase, crampe, balonare si deshidratare.

Diagnosticarea clinicd este una dificild, desi simptomele permit suspicionarea
criptosporidiozei. Pentru un diagnostic sigur se executa frotiuri din scaunele diareice si colorare
Giemsa sau Zeihl-Nielsen, Tn urma careia ochisturile apar rosii pe un fundal albastru (Miron,
2002).

De asemenea se poate realiza identificarea imunologica sau genetica prin PCR. Grupele
de populatie cu risc crescut sunt crescatorii si iubitorii de animale, bolnavii imunodeficitari,
copiii, personalul didactic si medical.

Profilaxia indicatd include masuri de igiena alimentara 1n ferme de animale, precum si
controlul apei potabile, iar dacd este cazul tratarea acesteia prin filtrare folosind filtre cu
ochiurile mai mici de 4 um, ozonarea, desi este foarte scumpa sau simpla fierbere a apei.
Giardia spp.

Genul Giardia cuprinde peste 40 de specii, specia cea mai frecventa fiind Giardia
intestinalis (G. lamblia, G. duodenalis), care paraziteaza omul si alte mamifere. Se prezinta ca
si trofozoit piriform, cu 2 ventuze, 4 perechi de flageli si 2 nuclei, precum si chist oval, cu 4
nuclei (Miron, 2002). Ciclul biologic este prezentat in fig.2.2.
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Fig. 2.2. Ciclul evolutiv la Giardia spp.
Fig.2.2. Cycle of Giardia spp.
(source: Wikipedia, / CDC)

Rezervorul de infestare este format de tineretul bolnav, dar si de adultii purtatori,
asimptomatici. Contaminarea se realizeaza pe calea fecal - orald, prin apa sau alimente infestate
cu chisturi, forme care prezinta rezisten{d mare la conditiile de mediu, sau prin muste, ca si
gazde de transport. Chisturile ingerate elibereaza trofozoitii, care adera la mucoasa intestinala,
se multiplicd exagerat si se hranesc cu continutul intestinal. Ciclul se incheie cu formarea
chisturilor (Dulceanu, 2009).

Boala evolueaza asimptomatic la adulti si prin scaune diareice, deshidratare, pierderi in
greutate la tineret. Diagnosticarea se realizeaza prin evidentierea morfologica a chisturilor sau
trofozoitilor in proba de fecale sau imunologic prin test ELISA.

Parazitul fiind cosmopolit, poate produce epidemii la copii mai mici de 3 ani, forma
chistica fiind rezistenta la tratamentele cu clor ale apei de retea.

Profilactic, se recomanda respectarea regulilor de igiend, tratarea purtatorilor, precum si
filtrarea, ozonarea sau tratarea apei potabile.
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2.2.1.Izolarea si identificarea oochisturilor de Cryptosporidium spp. si a chisturilor
de Giardia spp.

Pentru izolarea si identificarea oochisturilor de Cryptosporidium spp. si a chisturilor de
Giardia spp. s-a folosit protocolul de lucru adaptat de colegii de la Facultatea de Medicina
Veterinara din Timisoara, care include urmatoarele etape :

a. Filtrarea probei de apd, utilizdnd un dispozitiv bicameral, cu pereti din plastic
transparent. In camera superioard este situat cartusul filtrant (caseta de filtrare), iar camera
inferioard serveste pentru colectarea apei filtrate prin filtre de unica folosinta, cu dimensiunea
ochiurilor de 2, 3, 7, 10 si 20 microni.

Cantitatea filtrata, daca vorbim de apa netratatd (cruda), variaza de la cativa la 50 de
litri. La sfarsitul filtrarii caseta de filtrare se indeparteaza din camera de filtrare si se asezeaza
intr-un recipient steril, cu un volum de 800 de ml, peste care se adaugd ~ 300 de ml din apa
recuperata din camera de filtrare, pentru a evita deshidratarea. Probele se transporta in laborator.

b. Spélarea atentd a filtrului in laborator, cu o periutd de dinti dezinfectata in prealabil,
rezultand o cantitate de aproximativ 300 - 400 de ml de concentrat initial (apa tulbure).

c. Centrifugarea succesiva a concentratului, In mai multe etape, in tuburi de 50 ml (~ 8
tuburi) pana se ajunge la un volum final de 8 - 10 ml concentrat final.

d. Separarea imunomagneticd a oochisturilor de Cryptosporidium spp. si a chisturilor
de Giardia spp. prin utilizarea kitului comercial Dynabeads™ GC-Combo'.

e. Colorarea prin tehnica imunofluorescentei a unui volum de 50 pl de concentrat
rezultat Tn urma separarii imunomagnetice, cu ajutorul kitului Merifluor Combo C&G 50 Tests.

f. Examinarea la microscopul cu lumina fluorescenta a preparatului colorat si fixat.

g. Cuantificarea prezentei sau absentei (oo)chisturilor de Cryptosporidium spp. si
Giardia spp.

h. Caracterizarea moleculara a speciilor, in cazul unui rezultat pozitiv : extractie ADN,
PCR - RFLP si secventare, pornind de la un volum de 50 pl de concentrat (a doua jumaétate
rezultatd din cei 100 pl de produs Dynabeads).

2.3. Studii referitoare la Entamoeba spp.

Un studiu referitor la prevalenta speciilor de Entamoeba in apele uzate tratate pentru a
fi utilizate 1n agricultura, a fost realizat in Columbia, pe probe prelevate din statiile de tratare a
apelor uzate ce urmau a fi folosite dupa tratare, pentru irigatii. Probele s-au prelevat saptamanal,
timp de 10 saptdmani in perioade diferite de contaminare. Protozoarele au fost identificate la
microscop si prin cultivare pe medii de cultura specifice. Prin microscopie, s-au dovedit pozitive
pentru Entamoeba spp., 70% (14 / 20) dintre probele de apa netratata si 80% (8 / 10) dintre
probele de apa tratatd. Prin PCR, dupa multiplicare prin cultivare la 37°C timp de 24 H, s-au
dovedit pozitive pentru Entamoeba moshkovskii, 100% (29 / 29) pentru apele netratate si 78.6%
(11 / 14) pentru apele tratate. Astfel, a fost prima izolare a speciei Entamoeba moshkovskii in
Columbia, confirmata prin metoda PCR. Rapoartele recente cu privire la posibila patogenitate
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a speciei Entamoeba moshkovskii sugereaza un risc pentru sanatatea populatiei expusa la sursele
de apa contaminate cu acest protozoar (Jairo Andres Fonseca, 2016).

Izolarea si identificarea elementelor parazitare de Entamoeba spp. se realizeaza prin
examen copro-parazitologic, cu vizualizare la microscop, in preparat proaspat simplu sau
colorat Gram (Luca, 1981).

2.4. Studii referitoare la Fasciola spp. si Dictyocaulus spp.

Agentii parazitari din grupa viermilor cu tropism in tubul digestiv: Fasciola spp. si
respectiv aparatul respirator: Dictyocaulus spp., includ 1n ciclul lor de dezvoltare o faza larvara
obligatorie in afara organismului parazitat, care infesteaza accidental apele de suprafata,
pasunile si fanetele din zonele frecventate de animale. La Fasciola exista doua faze exogene si
doua faze endogene astfel incat contaminarea gazdelor definitive este mai complexa, necesita
pentru primele stadii larvare prezenta gasteropodelor ca si gazde intermediare, stadiile endogene
de metacercar si adult fiind cele care tunelizeaza ficatul gazdelor definitive.

Tinad cont de specificul zonei in care se vor desfasura cercetarile, cursuri de apa din
Depresiunea Dornelor, la care animalele au acces direct sau indirect, probabilitatea infestarii
este foarte ridicatd. REY(1985), arata “cé umiditatea ridicata determind “mentinerea unui pat
parazitologic” foarte bogat, infestarile cu Fasciola hepatica, diverse nematode s.a. fiind deosebit
de accentuate. Necesitatea asigurdrii unei paze severe si permanente pe langa stani si vacarii,
gospodarii a unui numar important de cini care trebuie hraniti, constituie un rezervor important
pentru unele boli ale ovinelor si bovinelor”.

2.4.1. Studii referitoare la Fasciola spp.

Tinadnd cont ca aceastd grupa de paraziti aduce pierderi economice importante in
sectorul zootehnic, Fasciola hepatica la oaie, Fasciola gigantica si Fascioloides magna la
rumegatoare, existd o preocupare intensa pentru studierea metodelor de prevenire si combatere
pentru efectivele de animale din ferme (Rojo-Vazquez, 2012). Cercetarile pe acest subiect sunt
multiple, focusate in principal pe combaterea acestor parazitoze printr-o gama variatd de
substante antipazitare. Prevenirea contamindrii efectivelor sdnatoase reprezinta de asemenea o
preocupare intensd, cunoscut fiind faptul ca drenarea excesului de apa de pe pasuni, precum si
asigurarea locurilor de addpare corect amenajate cu apd provenitad din surse sigure, limiteaza
infestarea animalelor si bineinteles are ca efect final evitarea poluarii cursurilor de apa cu
paraziti, in diferite stadii de dezvoltare. De asemenea, o importanta deosebita a fost acordata de
cercetatori asupra impactului acestori viermi asupra sanatatii umane. Astfel, un studiu publicat
in 2005 evidentiaza ca speciile Fasciola hepatica si Fasciola gigantica, ca si paraziti hepatici,
alaturi de alte 4 specii de paraziti intestinali, provoacd importante zoonoze in multe tari ale
lumii. Schimbarile permanente climatice par a afecta speciile de melci implicate in ciclul
helmintozelor, gasteropodul fiind dependent de conditiile de mediu. Fascioloza este, in multe
tari, un bun exemplu de boala parazitara ca si consecinta a modificarilor facute de om in mediu.
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De exemplu, Fasciola hepatica este astfel capabila sa se adapteze la noi gazde si conditii de
mediu extreme, de exemplu la altitudini foarte mari (Mas-Coma, 2005).

Ciclul biologic se desfasoara in trei medii diferite: organismul gazdei, mediul exterior
acvatic (faza obligatorie) si gazda intermediard, reprezentatd de melcul de apa dulce. Fazele
ciclului de dezvoltare includ : oul neinfestant, miracidiul care intrd In contact cu gazda
intermediara, sporocistul, care produce mai multe redii, cercarul care paraseste gazda
intermediara, metacercarul ca si formd de rezistentd. Gazda finald se infesteaza ingerand
metacercarii, care In duoden exchisteaza si migreaza spre ficat (Dulceanu, 2009). Ciclul
biologic este sistematizat in fig. 2.3.
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Fig. 2.3. Ciclul evolutiv la Fasciola hepatica
Fig.2.3. Cycle of Fasciola hepatica

(sursa : Wikipedia, dupa: CDC)
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Izolarea si identificarea oudlor de Fasciola hepatica

Pentru a identifica parazitul in diferite stadii ale cilclului de dezvoltare, se executa
examen copro - parazitologic pe probe recoltate de pe pasunile din apropierea cursurilor de apa,
care pot fi astfel infestate.

O metoda folositd in special pentru Fasciola hepatica este metoda Van Sommeren -
Gregoire, care se bazeaza pe sedimenarea oualor acestui parazit, a caror densitate este mult mai
mare decat a altor oud de helmiti prezenti in lichidul folosit pentru determinare.

Pentru a grabi sedimentarea oudlor §i evitarea aderarii la peretii tubului aparatului
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Gregoire se folosesc solutii apoase de detergent . Pentru analiza probelor de fecale sunt necesare
site metalice cu diametrul de 1 mm si 350 pm, aparat Gregoire, lame de sticla, pahare, spatula,
solutie teepol 1% si microcop.

Modul de lucru include :

a. Etapa de pregétire a aparatului Gregoire, a carui tub de sticld se umple Incet cu solutia
de detergent, astfel incat sa se evite formarea spumei.

b. Etapa de preparare a probei include diluarea a 4 grame de materii fecale cu 36 ml de
solutie apoasa de detergent si omogenizarea cu ajutorul unei spatule; urmeaza filtrarea
suspensiei de 2 - 3 ori printr-o sitd cu ochiuri de 1 mm si apoi filtrarea prin sitd cu ochiuri de
350 pum. Lichidul filtrat este turnat in aparatul Gregoire, unde in 20 de minute are loc
sedimentarea elementelor parazitare. Se colecteaza sedimentul sub forma primelor 15 picaturi,
cate 3 picaturi pe 5 lame, care se examineaza la microscop folosind obiectivul de 10X, 20X,
40X (Cosoroaba, 2002).

2.4.2. Studii referitoare la Dictyocaulus spp.

Specia Dictyocaulus viviparus a fost obiect de studiu pentru cercetatorii de la
Universitatea lowa din SUA. Acest parazit nu este in mod curent diagnosticat in patologia
clinica a bovinelor din nordul Statelor Unite, avand o distributie sporadica, dar in zona central
- vestica, ocazional apar cazuri cu consecinte grave, produse de formele larvare. Infectia cu
acest nematod poate fi consideratd ca si diagnostic posibil in cazurile unor boli respiratorii
cronice, care nu raspund la alte tipuri de terapie. Boala poate fi diagnosticata prin identificarea
formelor larvare din materiile fecale folosind metoda Baermann sau prin izolarea formelor
adulte din sistemul respirator al animalelor in timpul necropsiei (Khaled Al-Qudah, 1995).
Izolarea §i identificarea larvelor de Dictyocaulus spp.

Pentru a identifica parazitul in diferite stadii ale ciclului de dezvoltare se executa un
examen copro - parazitologic pe probe recoltate de pe pasunile din apropierea surselor de apa,
care pot fi astfel infestate.

O modalitate folosita pentru depistarea larvelor este metoda Baermann modificatad de
Pouplard. Materialele necesare prelucrarii probelor de fecale sunt aparatul Baermann, hartie de
litru, tifon, pipete, centrifugd cu tuburi specifice, sticla de ceas, apa incalzita la 30°C.

Mod de lucru :

a. Etapa de pregatire a probei care implica etalarea materiilor fecale pe hartia de filtru,
urmatd de asezarea pe un tifon, caruia i se Tnnoada colturile si fixarea pe sita aparatului
Baermann, umplut in prealabil cu apa calda.

b. Etapa de sedimentare §i centrifugare care include un timp de repaus de 12 - 24 de
ore, dupa care se preleveaza primii 10 ml direct in eprubeta de centrifuga si se centrifugeaza 3
minute la 1500 rotatii / minut. Cu ajutorul unei pipete se extrag ~ 9 ml de supernatant, iar
sedimentul se toarna pe o sticla de ceas si se examineaza la lupa binoculara.
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2.4.3. Studiu referitor la Familia Simuliidae

Dintre insectele care au dezvoltare larvara in mediul acvatic, musculitele din familia
Simuliidae sunt bine cunoscute ca si vector pentru unii agenti patogeni ai diferitelor boli,
provocand pagube importante la gazdele lor. Simulidiotoxicoza este boala provocata de
femelele fecundate ale acestor insecte, care ataca animalele de pe pasuni producand imbolnaviri
grave, ce se manifesta prin febra, edeme, toxiemie, chiar moarte. De asemenea, simuliidele sunt
gazde intermediare pentru specii de Onchocerca si vectori ai leucocitozoonozei la unele pasari.

Un studiu din Rusia central europeana, incluzand si zona cu silvostepa, este dedicat
compozitiei speciilor, duratei ciclurilor, structurii si biodiversitatii la acestor insecte.
Simuliidele formeaza o componenta semnificativa a zooperifitonului acvatic in zonele centrale
ale Rusiei, dominand ca si numir si biomasa. in silvostepa din Rusia centrala, Fam. Simuliidae
a fost studiatd mai ales in ceea ce priveste ecologia adultilor care provoacd imbolnaviri la
animale si om. Larvele si pupele in curs de dezvoltare nu au fost examinate, datoritd densitatii
scazute a populatiei si pentru ca nu atacd animalele si oamenii, desi pastreaza un potential de
risc (Budaeva, 2010).

Numite si ,,musculite negre” sau “muste cocosate” sau “muste columbace”, au corpul
scurt si gros, de 1 - 5 mm lungime, colorat de la gri - oliv - negru pana la galbui - brun. Femelele
sunt hematofage, adaptate la viata parazitara, atacand mamiferele, pasarile si omul. Sursa
principala de energie a insectei o constituie nectarul florilor, dar femelele au nevoie de sange
pentru dezvoltarea ovarelor. Depun oudle pe plantele si frunzele de la suprafata apei sau unele
specii, chiar pana la 30 cm adancime, in apele repezi si bine oxigenate din zonele de munte,
fiind considerate un indicator de puritate al apei. Larvele au aspect vermiform, sunt mobile, se
atagseaza de roci si se hrdnesc cu materie organicd. Larva se tranforma in pupa, care este
adapostita intr-un cocon tesut de larva. Larvele si pupele trec iarna, iar primavara devin adulti.

Familia Simuliidae este formata din peste 2415 specii care au fost enumerate ca fiind
valabile de catre Adler (2022), dintre care peste 2398 sunt actuale si 17 specii fosile. Ele apartin
sunt predominante in regiunile holarctice. Un studiu al faunei simulidelor romanesti a fost
intreprinsd de Dinulescu (1966). Mustele negre adulte sunt destul de mici, aproximativ 1,54 mm
lungime, sunt adesea negre, (cum in limbaj popular sunt numite), sunt relativ robuste si sunt
renumite pentru agresivitatea lor cand ataca si musca. La majoritatea speciilor, femelele necesita
o masa de sange de la mamifere, inclusiv oameni, pentru a obtine proteinele necesare pentru
maturarea oudlor. Atat mustele negre, masculi, cat si femele, se hranesc cu sucuri de plante si
aduna substantele zaharoase, dar numai femelele iau prize de sange de la mamifere gi oameni,
unele specii de muste negre hranindu-se cu sange aproape exclusiv de la pasari (ornitofagice);
fiecare specie ataca un tip de gazda In mod preferential. Femele unor specii pot zbura 2-15 km
pentru a obtine o prizd de sdnge, ajutate si de vant. Aceste distante lungi pot Tmpovira
programele de control. Muscatura are loc in aer liber in timpul zilei desi sunt deosebit de active
dimineata si seara.

Saliva secretatd de mustele negre atunci cand se hranesc pot provoca reactii alergice
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gazdei. Dermatita provocata de Simulium este frecvent raportata in zone unde apar speciile de
Simulium; poate afecta oamenii si animalele, 1n special in terenurile rurale si suburbii. Clinic,
se caracterizeaza prin eruptii repetitive de papule si vezicule eritematoase, cu prurit intens,
uneori dure. Aceasta conditie este rezultat al unei reactii de hipersensibilitate la muscatura
simuliidelor.

In general, comunitatile de insecte acvatice reflecti conditiile din ecosistemele acvatice
dar nu raspund in mod asemanator la modificarile factorilor de mediu, la unele, sensibilitatea
este mai mare, altele cum sunt simuliidele sunt mai rezistente, conform Agentiei de Mediu
Franceze (AFNOR, 2004). Izolarea indivizilor de Simuliidae, in diferite stadii de dezvoltare, se
realizeaza prin prelevarea de probe de pe substratul paraielor de munte, iar identificarea se face
folosind cheile de determinare din determinatoarele entomologice. In acest sens se urmaresc
trasaturile caracteristice fiecarui gen, in stadii diferite de dezvoltare.

In capitolul dedicat studiului macronevertebratelor bentice din afluentii bazinului
Dornelor vom detalia aceste aspecte.
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CAPITOLUL 3. APA: STRUCTURA, PROPRIETATI

CHAPTER 3. WATER: STRUCTURE, PROPERTIES

Prin structura sa, apa a creat dintotdeuna diferite concepte, a creat intrebari si a fost
consideratd un miracol al vietii. Desi ca substanta chimica este formata din hidrogen si oxigen,
cu o formula chimica H>O cunoscuta de absolut toatd lumea, aceasta formula a fost stabilita pe
baza greutatilor relative ale hidrogenului si oxigenului din molecula, cu un raport de 2,0160/
1,6000 (doi atomi gram de hidrogen si un atom gram de oxigen). Constructia asimetricd a
moleculei face ca unghiul dintre cele doua legaturi ale hidrogenului sd formeze cu atomul
central de oxigen un unghi de 105° ceea ce face ca fortele electrice inramoleculare s3 nu se
neutralizeze complet, cu parti ale acestora si se manifeste la exterior, denumite polaritate
electrica negativa pentru oxigen si polaritate pozitiva pentru hidrogen.

Polaritatea moleculara sau dipolul da apei calitatea unui bun solvent. Versatilitatea apei
ca solvent este esentiala pentru organismele vii. Ca si lichid, este fara gust si iodora, doar statutul
de incolor este marcat de faptul cd apa are de fapt o culoare albastra intrinseca, cauzata de usoara
absorbtie a luminii la lungimea de unda a culorii rosii. Toate organismele vii depind de solutiile
apoase ca sangele, sucurile digestive, pentru majoritatea proceselor biologice.

Din punct de vedere chimic, una dintre cele mai importante proprietati chimice este
capacitatea sa de a se comporta att ca un acid (un donor de protoni) cit si ca o baza (un acceptor
de protoni), proprietate caracteristici a substantelor amfotere, dupad descrierile atributelor
acestui lichid, lui Manescu &col.1973, in cartea ,,Exploatarea apelor subterane”. Apa este
considerata cel mai bun solvent, pentru cé are capacitatea de a dizolva aproape toate substantele,
fard ca proprietatile ei sia fie modificate, fapt care este extrem de important pentru viata
organismelor acvatice. Este si un produs de consum, dar apa purd nu poate indeplini conditiile
necesare viatii, odeoarece organismele vii folosesc sarurile dizolvare in apa (de calciu,
magneziu, fosfor, fier, sodiu) implicate in ontogeneza.

Apa ca factor de mediu are rol fundamental prin participarea ei activa si prin implicarea
in toate transformarile fizico-chimice care au loc fie in aer, fie edafice, implicandu-se si in toate
procesele atmosferice care stabilesc tipurile de climat. Apa nu este numai un cuvant cheie, dar
are un rol cheie 1n asigurarea vietii atat a oamenilor cét si a celorlalte vietuitoare, inclusiv
plantele, fiind astfel un element indispensabil al mediului inconjurator. Apa meteoricd (sub
forma de precipitatii ajunge pe sol sau in sol. Pe sol, formeaza lacuri, balti sau mlastini, in solul
permeabil, se infiltreaza prin porii acestuia. Deasupra solurilor impermeabile ca argila, apa se
colecteaza formand apa subterand. Aceste ape subterane sunt in continud miscare si in functie
de inclinarea straturilor de sol ajung la suprafata sub forma de izvoare, care Impreuna cu apa
meteoricd dau nastere fluviilor, raurilor care se varsa la randul lor in lacuri, mari si oceane,
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reludndu-se circuitul prin evaporareaa acesteia si constituirea norilor din a caror condens rezulta
precipitatiile (Manescu,1984).

Pentru organismele vii stim despre apa cd pentru mediul intern al acestora, toate
reactiile biochimice au ca substrat chimic apa. Apa vehiculeaza mediul metabolic. Puterea de
dizolvare a apei produce dispersii moleculare. Niciun proces metabolic nu poate fi realizat fara
apd, nici excretia. Procesele de baza ale presiunii osmotice (izotonia), asigurarea constantei
termice (izotermia) precum si echilbrul acido-bazic sunt asigurate de apa.Apa in organisme
variaza ca procent, in functie de ontogeneza si filogenia acestora, dar in general, vorbim de un
procent al compartimentului intracelular de 60 % din apa totald a organismului iar cel
extracelular de 40 % din apa totald a organismului, si deasemeni 20-30 % din greutatea
organismului. Sectorul plasmatic prezintd 5% din greutatea corporala iar cel interstitial de 20%
(Popescu et.al., 1981).

In legituri cu relatiile ecologice ale apei, in toate tipurile de acumuliri de ape existd o
interactiune cu o gamo larga de ale organisme (plante, animale acvatice) , asigurand o circulatie
a materiei $i energiei, o productivitate acvatica a diferitelor ecosisteme prin interactiunea intre
diferitele populatii de microorganisme care existd la acest nivel. (ZARNEA, 1994).Pot fi
intalnite microorganisme autohtone, permanente, care caracterizeaza sursa de apa, fie ca vorbim
de ape minerale mai bogate in astfel de microorganisme sau ape subterane, mai sdrace in
substante organice dar unde putem gasi popuylatii de microorganisme indigene, unele bacterii
(Micrococcus, Nocardia, Clostridium). Dintre bacteriile autotrofe ale apei, dupa efectul produs
pot fi clasificate astfel:

e Dbacterii feruginoase (oxideaza ionii ferosi in ioni ferici), sulfatoreducatoare (de
reducere a sulfului), nitrozobacterii (oxideazd amoniacul in nitriti), nitrobacterii
(transforma nitritii in nitrati), bacterii denitrificatoare (reduc nitratii in nitriti), bacterii
care oxideaza 1n conditii aerobe hidrogenul gazos. (Dan, 1999).

Dacid apa este poluatd temporar, pot apare microorganisme alohtone (microflora
temporard) care supravietuiesc doar daca au suficienti nutrienti. Mai existd o microflora de
tranzitie, reprezentata de bacteriile patogene care traiesc In apd un timp limitat, neavand conditii
de prielnice multiplicare.

In cursurile de apa in care abunda substantele organice, se dezvolti alge albastre si
verzi, producand inflorirea algala, iar la poluarea cu ape reziduale fecaloid menajere apar si
bacterii patogene.

Caracterizarea apelor curgatoare

Raul isi are originea intr-un izvor si debuteaza cu un paraias. Pe parcurs, mici izvoare se
unesc dand cursul principal (Stugren & col. ,1988).

Réul este definit ca un ecosistem lotic, In acceptiunea Iui Hyness (1970) care face o
sinteza cuprinzatoare in “The ecology of Running Waters” adunand cunostintele in domeniu
pana la acea vreme despre apele curgitoare, re-dimensionand limnologia ca stiintd. El arata
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legétura dintre rau si zona malurilor, accentuand rolul detritusului de pe uscat si a celui provenit
din materiile organice alohtone, in dinamica ecosistemelor lotice, care pot influenta bazinul de
receptie prin parametri ca permeabilitatea terenului sau regimul precipitatiilor. Studiul
limnologic asupra apelor curgitoare au capatat o abordare integrativa, holistd, dupa aparitia
unor publicatii grupate in lucrarea lui Tudorancea (2000) intitulata “Modern theory in the
running water ecology”.

In anul 1980, Vannote introduce conceptul de rau continuu, elaborat pentru rauri cu
temperaturi mici, situate 1n spatii naturale, neinfluentate de comunitati umane, el considerand
raul un sistem n care complexitatea fenomenelor din aval sunt dependente de ceea ce se petrece
in amonte. Astfel de teorii au fost elaborate si de Banarascu, 1984, raul fiind comparabil cu un
sistem lotic colector. In raport de viteza de curgere, apa sculpteazi albia raului. In zonele
montane, cum este cazul bazinului Dornelor, unde panta este foarte inclinata si apa are o viteza
de curgere mare, fundul este stdncos si bolovanos, iar pe masura ce panta scade, substratul este
constituit din pietrig, prundis, nisip si mal. Variatiile acestea du substrat vor influenta si
diversifica biocenozele (Malacea, 1969).

Viteza apei scade de la suprafatd spre zonele de adancime, asa incat la nivelul
substratului, curgerea este de tip laminar, cu o viteza redusa, de o grosime de 1-10 mm. (Dussart,
1962, cit.de Milacea,1969). Aici, in ,.stratul limitd”se instaleaza pe pietre alge, protozoare, si
larvele unor insecte. Macronevertebratele bentice se adapostesc aici, formand microhabitate, in
care organismele reactioneaza diferit fatd de intensitatea curentului. Unele (Baetis vernis,
Simuluim sp., Hydropsihe angustipenis) rezista in curent puternic in timp ce altele prefera o
viteza redusa a curentului (Ephemerella ignita, Gammarus pulex), pana la limita la care mai pot
exista elemente planctonice fiind de 1 m/s (Behning, 1929 cit.de Parvu, 1980).
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CAPITOLUL 4. MACRONEVERTEBRATELE BENTICE

CHAPTER 4. BENTHIC MACROINVERTEBRATES

O caracterizare completa a retelelor trofice din aplele curgitoare nu poate fi facuta doar
prin analize ale parametrilor fizico-chimici ai apei unor tributari, ci trebuie sd includa si
descrierea retelei trofice microbiene. Materia organica rezultatd prin moartea organismelor
acvatice dar si din acumularea de metaboliti, formeaza detritusul care este descompus bacterian
in compusi ca fosfor si potasiu, necesari dezvoltarii plantelor. Microorganismele din apa sunt
consumate de protozoare flagelate, ciliate, care servesc drept hrana rotiferelor si crustaceelor.
Unele organisme moarte si reziduuri organice sunt consumate de nevertebratele saprofage si
de catre microfage, completand circuitul microbian. Toatd aceastd productie realizata va fi
transferata catre macronevertebrate, formandu-se retele trofice care vor diferi de la izvor citre
confluenta raului.

Apele de munte sunt populate cu specii de mavronevertebrate reofile, iar viteza de
curgere a apei este limitativa pentru unele specii care nu se pot fixa de substrat (Koehl, 1984).
Rapiditatea curentului influenteazd marimea particulelor substratului dar si adaptarea
morfologicd a unor larve de insecte, cum ar fi aplatizarea corpului la larvele de Perla, care au
astfel o forma hidrodinamica, desi la unele specii ale genului Heptagenia, apare acest caracter,
chiar dacé populeaza biotopi neexpusi curentului. Larvele de Baetis se fixeaza cu picioarele de
substrat, pentru a-si mentine echilibrul in plin curent, iar cand viteza apei creste, larvele isi
coboara corpul pe substrat, adapostindu-se in patul albiei ( Gabriel, 2001). Antonescu, In 1963
descrie ca larva de Perla misca pentru deplasarea pe substrat primul si ultimul piciorus dintr-o
parte simultan cu piciorusul mijlociu din partea opusa corpul fiind impins Tnainte fara sa se
rifdice de pe substrat.

Pentru evaluarea curentd a calitétii apei conform indicelui biologic general normalizat,
(IBGN) care a fost omolgat in Franta in 1992, se face o analiza a macrozoobentosului din apele
curgdtoare, permitand incadrare calitatii biolgice a apei intr-o cheie speciala, din care se pot
deduce dupa numarul de taxoni si dupa grupul taxonomic de care apartin, eventuale efecte ale
unor perturbari in amonte sau in aval zonelor de studiu, stabilind alterdri ale conditiilor de
mediu. Se realizeazd un punctaj in conformitate cu natura si varietatea taxonomica a
macrofaunei bentice.

In studiul nostru am colectat macronevertebrate bentonice din statiile de lucru descrise
pentru celelalte metode de analiza, utilizand aceste date pentru a le compara cu celelalte
aprecieri ale caracteristicilor fizico-chimice ale apei, a incarcaturii microbiologice si
parazitologice in perioadele de timp dedicate acestei analize integrative.
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Ca si repere am folosit lista taxonilor utilizati in aceasta metoda (38 taxoni) dar am retinut
grupul faunistic specific statiei de colectare (amonte/aval) doar pentru a constata diversitatea
faunisticd si amprenta unor perturbari extreme (de tip debite minime, temperaturi ridicate,
deversari, activitdti umane sezoniere, aluviuni datorate furtunilor, etc.

Dintre Insecte, enumeram cateva ordine si familiile acestora:

*Ord. Plecoptera sunt familiile: Capniidae, Chloroperlidae, Leuctridae, Nemouridae,

Perlidae, Perlodidae, Taeniopterigidae

*Ord. Trichoptera: Beracidae, Brachycentridae, Glossosomatidae, Goeridae,

Hydropsychidae, Lepidostomatidae, Leptoceridae, Limnephilidae, Odontocentridae,

Phylopotamidae, Polycentropodidae, Psychomyidae, Rhyacophilidae,

Sericostomatidae

*Ord.  Ephemeroptera:  Baetidae,Caenidae, = Ephemerellidae, = Ephemeridae,

Heptagenidae, Leptophlebiidae, Polymitarcidae, Potamanthidae *Ord. Heteroptera:

Aphleocheiridae,

*Ord. Coleoptera: Elmidae

*Ord. Diptera: Chironomidae,

*Ordinele: Odonata, Ord. Megaloptera, ord. Planipennia ord. Hymenoptera si Ord.

Lepidoptera.

Mai sunt: Crustaceee, amfipode (Gamaridae), izopode, decapode, moluste (bivalve),
Gastropoda, Viermi  (Hirudinea, Oligochaeta, Nemathelminthes), Hidracarina, Hidrozoa,
Porifera, Bryozoa, Nemertini.

Poluarea apei are un rol capital in distributia comunitatilor bentice. (Arscott et.al.,
2002). Scaderea oxigenului dizolvat din apa si impactul poludrii industriale cu diferiti compusi
anorganici duc la eliminarea plecopterelor, reducerea treptata a trichopterelor si a speciilor cele
mai sensibile din efemeroptere. In ceea ce priveste poluarea organica, Baetidele ca familie
familiei Simuliidae prefera biotopii lotici desi unele specii ale genului pot supravietui o scurta
perioada de timp (Hynes, 1970).

Inca din anul 1920, Thienemann a formulat niste principii ecologice conform cirora, cu
cat conditiile de mediu sunt mai apropiate de optim, cu atat numarul speciilor este mai mare si
numarul indivizilor este mai mic. Invers, cu cit conditiile de mediu sunt mai indepartate de
normal, cu atdt numarul de specii va scade si cel de indivizi va creste.
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PARTEA A II-A — CONTRIBUTII PERSONALE

PART II - PERSONAL CONTRIBUTIONS
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CAPITOLUL 5. LOCUL DESFASURARII EXPERIMENTELOR,
SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

CHAPTER 5. PLACE OF EXPERIMENTS, AIM AND
OBJECTIVES OF THE RESEARCH

Extinderea si dezvoltarea zonei montane a Depresiunii Dornelor a impus protectia si
conservarea unor habitate, declarate rezervatiilor naturale protejate, precum si a unor specii
faunistice si floristice cu deosebita importata ecologica, stiintifica, peisagistica si culturala, de
interes national si international.

Zona se caracterizeaza printr-un potential hidrologic mare, atit de suprafatd (raurile
Dorna, Bistrita si afluentii lor), cat si subteran. Raul Bistrita, are in total 288 km, avand cel mai
lung traseu montan dintre raurile din Roméania. Raul Dorna si raul Neagra izvordsc din Muntii
Cilimani, primul are 53 km si este cel mai important afluent al raului Bistrita, al doilea are 34
Km.

Suprafata agricola a depresiunii reprezinta 26.28 % din suprafata totald. Din total
suprafata agricold terenurile arabile ocupd doar 4.03%, restul fiind reprezentat de pasuni si
fanete, sustinand astfel sectorul zootehnic, in special crsterea bovinelor -70.94%, fiind urmata
de cresterea ovinelor, ecvinelor, caprinelor si a altor specii. Valorificarea produselor lactate este
un brand national cunoscut: LaDorna.

Pentru identificarea influentelor antropice in bazinul hidrografic al Dornelor, prezentul
studiu a fost realizat in vederea caracterizarii incarcaturii parazitare a unor emisari pricipali de
la care au fost colectate si analizate probe din zece statii de lucru de pe paraurile Bancu, Secu
si Cilimanel. In mod similar, pentru analizele fizico-chimice periodice ale apei emisarilor au
fost utilizate aceleasi puncte de lucru, ca si pentru probele recoltate an vederea analizelor micro
biologice.

Teza de doctorat a fost realizatd pe parcursul a 5 ani de studii, cu stagii de specializare
la Facultatea de Medicina Veterinara din Timisoara si cu prelucrarea probelor in laboratorul de
Parazitologie a Facultatii de Medicina Vetrinara din lasi precum si Laboratoarele unui grup de
firme la care lucrez.

Scopul lucririi a fost acela de a corobora o succesiune da date provenite din analiza
calitatii apei unor emisari din bazinul Dornelor, pentru a evalua aceste ecosisteme acvatice
dintr-o modalitate holistd de abordare, pentru a oferi o imagine cat mai reald a statusului
ecologic al acestui important bazin hidrografic, si pentru a realiza un studiu necesar celor care
doresc sa dezvolte zona aceasta , pe de o parte din punct de vedere al utilizarii resurselor de ape
minerale, pe de altd parte pentru dezvoltarea agroturismului si a cresterii animalelor in micro-
ferme, la toate fiind nevoie de o rezolutie a impactului antropic.
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Ca si obiective, s-au stabilit afluentii destinati studiului si zonele de recoltare a probelor,
in amonte si aval de unele agezari urbane, urmdrind concomitent, pentru a avea o analiza
comparativa, urmatoarele analize pe patru paliere:

1. o analiza a incarcaturii parazitare cu specii de protozoare zoonotice
2. o analiza a indicatorilor fizico-chimici ai apei:

o temperaturd, pH, substante organice, conductivitate, oxigen dizolvat, alcalinitate,

duritate

o determinarea nitratilor si nitritilor (spectrofotometric si colorimetric)

o determinarea anionilor si a cationilor dizolvati

o determinarea anionilor si a cationilor dizolvati in apa prin cromatografie ionica
3. o analizd a parametrilor microbiologici si urmarirea biomasei algale in corelatie cu sursele

de poluare:
NTG
bacterii coliforme
determinarea coliformilor si a speciei Pseudomonas aeruginosa
determinarea sporilor de bacterii sulfito-reducatoare
determinarea biomasei algale: alge verzi, diatomee, criptofite, alge albastre
4. o analizd a macrozoobentosului care este expresia sintetica a calitdtii generale a apelor

O O O O O

curgdtoare:

o trierea manuald a probelor din fiecare curs de apa, de pe cele 10 statii de
colectare, corelate cu tipurile de substrat in faciesul lotic cu prelevatorul
de tip Surber si determinarea pand la nivel de familie sau clasd a taxonilor
colectati cu ajutorul cheilor de determinare.

Gradul de noutate si originalitatea acestor studii

Pornind de la tema lucrérii de fata, in cadrul laboratorului de microbiologie, in anul
2022 am reusit transpunerea in activitatea curentd a metodei de izolare si indentificare a
chisturilor de Giardia si a oochisturilor de Cryptosporidium din apd, matricea fiind deja
autorizatd DSVSA si 1n curs de acreditare RENAR, conform standardului international ISO
15553.

Au fost recoltate probe de pe paraiele -Bancu, Secu, Arinu si Calimanel in total din zece
statii in amonte si aval de zonele antropizate, cu eventuale poluari prin prezenta micro-fermelor
private, din 4 zone ale afluentilor astfel:

S-au fixat doua statii de prelevare, pe Paraul Bancu una 1n sat aproape de varsarea in
raul Tesna si una la ~10 km in amonte, intr-o zond in care influenta factorului antropic este
redusa.

S-au fixat 2 statii de prelevare, pe Paraul Secu, una in sat, la varsarea in raul Dorna si
una la ~ 5 km in amonte, intr-o zona in care factorul antropic intervine in micd masura.
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S-au fixat doua statii de prelevare, pe Paraul Arinul una in sat, la varsarea in Bistrita si
una ~ 7 km in amonte, intr-o zona in care apele au un grad redus de poluare umana, datorita
lipsei factorului antropic, conform schitei de mai jos:

Fig. 5.1. Statii de colectare a probelor din bazinul Dornelor
Fig. 5.1. Sample collection stations from the Dornelor basin
(Source: Cojoc et al. 2016)

S-au fixat 4 statii de colectare, una in satul Coverca si 3 in amonte la~3/5/ 7 km, din
3 paraie de alimentare, in zone cu influentd antropica diferita, pe paraul Calimanel care este
afluent de dreapta al raului Neagra, cu o lungime de 12 km dupa cum se poate observa in schema
de mai sus.
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CAPITOLUL 6. METODE DE DEPISTARE CANTITATIVA SI
CALITATIVA A OOCHISTURILOR DE CRYPTOSPORIDIUM SI
A CHISTURILOR DE GIARDIA DIN APELE DE SUPRAFATA

CHAPTER 6. METHODS OF QUANTITATIVE AND
QUALITATIVE DETECTION OF CRYPTOSPORIDIUM
OOCYSTS AND GIARDIA CYSTS IN SURFACE WATERS

Concentratul de apa rezultat in urma filtrarii si centrigugarii probelor, ~ 8 ml, a fost
prelucrata dupa metoda descrisa si utilizata de catre Agentia pentru Protectia Mediului a Statelor
Unite (metoda USEPA 1623). Izolarea oochisturilor de Cryptosporidium spp si Giardia spp s-
a realizat prin separarea imunomagneticd (IMS), folosind kit-ul GC-DynabeadsTM Combo
(Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Lithuania), in conformitate cu instructiunile
producatorului. Concentratia finald obtinuta (100 pl) a fost Impartitd in doud jumatati. Prima
repriza a fost folosita pentru identificarea si numararea oochisturilor de Cryptosporidium spp.
si Giardia spp, prin microscopie imunofluorescentd (IFA), (Motic-031, Motic Corporation
LTD., Wetzlar, Germania), dupa colorarea cu marker fluorescent (FITC) a anticorpilor
monoclonali (Merifluor®, Cryptosporidum/ Giardia, Meridian Bioscience, Inc., Cincinnati,
SUA), in conformitate cu recomandarea producatorului.

6.1. Izolarea si identificarea oochisturilor de Cryptosporidium spp. si a
chisturilor de Giardia spp.

Pentru izolarea si identificarea oochisturilor de Cryptosporidium spp. si a chisturilor de
Giardia spp. s-a folosit protocolul de lucru adaptat de colegii de la Facultatea de Medicina
Veterinara din Timisoara, care include urmatoarele etape:

- Prelevarea probei de apa+ Filtrarea probei de apa + Spalarea filtrului in laborator

- Centrifugarea succesiva a concentratului

- Separarea imunomagneticd a oochisturilor

- Colorarea prin tehnica imunofluorescentei

- Examinarea la microscopul cu lumina fluorescenta

- Cuantificarea prezentei sau absentei oochisturilor

- Caracterizarea moleculara a speciilor

6.1.1. Prelevarea probelor de apa
Probele de apa s-au colectate din cele 10 statii de prelvare stabilite la inceputul studiului,
in cursul anului 2017, din luna mai pana in luna octombrie, urménd ca in aceeasi perioada a
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anului 2018 sa fie continuate cercetarile. Pentru prelevare s-au folosit bidoane de inox de 30 de
litrii fiecare, spalate si dezinfectate in prealabil. Din fiecare statie s-au prelavat cate 2 bidoane,
adica aproximativ 60 litri -fig 6.1(a).

In fiecare luna, prelevarea probelor din cele 10 statii s-a efectuat in decursul a 2 zile,
probele fiind transportate imediat cu masina catre laborator pentru a evita incélzirea probelor
care favorizeaza dezvoltarea microorganismelor, care pot afecta oochisturile parazitilor. fig.
6.1(b). Fiecare bidon s-a notat cu numele statiei, data si ora prelevarii.

(a) (b) (c)
Fig.6.1. Prelevarea probei de apa de pe parau (a).Transportul la laborator (b).
Dispozitiv bicameral de filtrare (c)
Fig.6.1. Taking the water sample from the stream (a). Transport to the laboratory
(b). Two-chamber filter device (c)

6.1.2. Filtrarea probelor de apa

Probele de apa s-au filtrat utilizand un dispozitiv bicameral, cu pereti din plastic
transparent, legat de o pompa de imersie, conectate la un acumulator auto. (Fig 6.1.(c)). Pentru
fiecare proba s-a pregitit in prealabil, din laborator, cite un recipinet steril cu volum de
aproximativ 600 ml si un filtru cu porozitate de 2 microni, de unicd folosintd, capacul
recipientului fiind notat cu datele de identificare ale probei (fig. 6.2.; fig. 6.3).
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(a) (b)
Fig.6.2. Recipienti sterili cu filtre de unica folosinta (a) Recuperarea filtrului la finalul
filtrarii(b)
Fig.6.2. Sterile containers with disposable filters (a); retrieving the filter at the end of
filtering(b)

Pentru a realiza filtrarea probelor se parcurg urmatorii (11) pasi:
- se aseaza un filtru de unica folosintd in camera superioara a dispozitivului, prin apasara, in
lacasurile speciale ale separatorul dintre camerele dispozitivului,
- se fixeaza capacul prin infiletarea moderata a sistemelor de prindere,
- se introduce 1n apa capatul furtunului care intrd in dispozitivul de filtrare, furtun care in capat
trebuie sa aibd un filtru pentru a retine impuritatile grosiere,
- se conecteaza pompa de lichide un acumulator (baterie auto),
- se porneste pompa
- se filtreaza cantitatea de apa care o permite filtrul (adicd pana cand pompa trage foarte greu)
- se opreste pompa
- se deschide camera superioara prin desfiletare sistemului de prindere
- caseta de filtrare se indeparteaza din camera de filtrare si se asezeaza in recipientul steril, peste
care se adaugd cca. 400 de ml din apa ramasa in camera superiaora, de filtrare, pentru a evita
deshidratarea filtrului —fig.6.2.(b)
- se noteaza volumul de apa filtrat, pentru a fi folosit ulterior la raportatrea rezultatelor,
- se spald aparatul cu apa curatd pentru a evita contaminarea incrucisata.

Filtrarea probelor s-a efectuat in ziua prelevarii, seara. Recipientii cu proba s-au pastrat
la frigider, in laborator, pana la momentul prelucrarii probelor, de obicei saimbatd partea de
centrifugare si duminica restul pasilor. Cantitatea filtrata, a variat in cazul probelor prelavate in
2017, de la 15 litri (in luna septembrie 1n cazul probei prelevate din statia Bancu jos) pana la 60
de litri de apd (in cazul mai multor probe, in mai multe luni). Pentru probele prelavate in 2018,
cantitatea a variat de la 5 litri (in luna august in cazul probelor prelevate de la statiile Arinu sus
si Arinu jos, probe prelevate dupa o ploaie puternicd), pana la 60 de litri de apa (in cazul mai
multor probe, in mai multe luni). Cantitatea totala de apa filtrata in 2017 a fost de 2654 L, cu o
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medie de 44,23 L / statie / luna, iar Tn 2018 a fost de 2250 L, cu o medie de 37.5 L / statie / luna.
S-a urmarit volumul de apd filtrat pe debitmetrul dispozitivului de filtrarea, dar pentru
acuratetea datelor, de fiecare datd s-a masurat exact cantitatea de apa ramasa dupa filtrare.
Cantitatea de apa filtratd in fiecare lund, din fiecare statie, a fost inregistrata in fisele de lucru
(tab.6.1.). Recipientii cu probele (filtrele) se transporta in laborator, filtrarea realizdndu-se in
afara laboratorului, pentru a evita manipularea suplimentara a bidoanelor cu apa.

Tab.6.1. Volume de proba filtrate in 2017 - 2018 pentru identificarea oochisturilor de
Cryptosporidium si a chisturilor de Giardia

Tab.6.1. Sample volumes filtered in 2017 - 2018 for the identification of Cryptosporidium
oocysts and Giardia cysts

2017 2018
STATIE - -
PRELEVARE Cantitate filtrata, (litri) total | medie
mai | iun | iul | aug | sept | oct | mai | iun iul aug | sept | oct statie | statie

Secu jos 30 | 55 | 30 30 30 30 | 20 20 30 20 30 | 30 355 29.6
Secu sus 56 | 45 | 60 | 60 30 | 60 | 60 | 40 | 40 | 20 | 60 | 60 591 | 493
Arinu jos 45 | 35 | 30 | 30 30 | 30| 30 | 20 | 30 5 30 | 25 340 | 283
Arinu sus 58 | 30 | 60 | 60 55 | 60 | 45 | 60 | 60 5 60 | 30 583 | 486
Bancu jos 47 | 45 | 30 | 30 15 | 30| 25 | 10 | 30 | 20 | 30 | 50 362 | 302
Bancu sus 55 | 30 | 60 | 60 40 | 60 | 60 | 30 | 50 | 40 | 60 | 10 555 | 463
Calimanel
jos (in Panaci) | 28 | 55 | 30 | 30 | 30 | 30| 30 | 15 | 30 | 25 | 30 | 15| 3| 20
Cilimanel jos
(in Bucinis) 25 | 55 | 30| 30 | 30 | 30| 30 | 30 | 30 | 25 | 30 | 25| 70| 308
Calimanel sus 685 571
(parau) 60 | 55 | 60 | 60 60 | 60 | 60 | 60 | 60 | 60 | 60 | 30 )
Calimanel sus 715 506
(fermii) 60 | 55 | 60 | 60 60 | 60 | 60 | 60 | 60 | 60 | 60 | 60 :

Total / lund | 464 | 460 | 450 | 450 | 380 | 450 | 420 | 345 | 420 | 280 | 450 | 335 | 4904 | 40.86
Medie / luni | 46.4 | 46 | 45 | 45 38 | 45 | 42 | 35 | 42 | 28 | 45 | 34

Total / an 2654 2250

6.1.3. Spalarea filtrului, centrifugarea concentratului initial, obtinerea
concentratului final

In laborator, se realiazat toate etapele urmitoare ale protocolul de lucru pentru
identificarea oochisturilor de Cryptosporidium si chisstilor de Giardia.

Volumul de proba din recipientii ajunsi in laborator se mésoara exact cu ajutorul unor
cilindii gradati sterili si se adauga apa distilata pana la gradatia de 450 ml. In fiecare proba se
adauga 45 ml (10%) solutie de spdlare PET si se agitd bine. Solutia PET 10X contine 2 g
pirofosfat de sodiu, 3 g trisodium EDTA, 1 ml Tween 20 si apa ditilata pana la 1000 ml si are
rolul de a facilita desprinderea (oo)chisturilor de pe filtru in timpul spalarii. Fiecare fitru se
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spald atent in laborator pentru a indeparta tot reziduul, folosind o periutd (dezinfectata in
prealabil in clor si alcool si la final clatitd cu apa distilata), cum se poate observa 1n fig. 6. 3.(a).
In urma spalarii rezulta o cantitate de aproximativ 450 de ml de concentrat initial (apa tulbure),
care se repartizeaza in tuburi Falcon de ~ 45 - 50 ml.

(a) (b) (¢
Fig. 6.3.(a). Spalarea filtrelor;(b) centrifugarea concentratului initial; obtinerea
concentratului final 1n tuburile Dynal
Fig. 6.3.(a). Filter washing, (b) centrifugation of the initial concentrate
(c) obtaining the final concentrate in Dynal tubes

Centrifugarea concentratului initial. (fig. 6.3.(b). Centrifugarea se realizeza in mai
multe etape, in tuburi Falcon de 50 ml (~ 8 - 9 tuburi) pana se ajunge la un volum final de 8 -
10 ml concentrat final. Pentru fiecare proba, dupd centrifugari se tot elimind o parte din
supernatant si se amesteca sedimentele din toate tuburile initiale, se clatesc cu supernatant si
apa distilatd pana se ajunge in final la 1-2 tuburi, cu sedimentul din toata proba, care se
recentrifugeaza. Se elimina din nou supernatantul din tuburile finale, rimanand cca. 3-5 ml de
concentrat final 1n fiecare tub. Acest sediment de conentrat final din tuburile Falcon finale se
agitd pe Vortex si se trece in cate un tub Dynal, pregatindu-se pentru separarea imunomagnetica.
Tuburile Falcon se clitesc cu cca. 3 ml apa distilata, care se trece din unul in altul, pentru a
recupera cat mai mult sediment, se agitd pe agitatorul Vortex si se adaugd in final peste
sedimentul din tubul Dynal, rezultand aproximativ 10 ml proba.

6.1.4. Separarea imunomagnetica

Separarea imunomagnetica a oochisturilor de Cryptosporidium spp. si a chisturilor de
Giardia spp. se realizeaza prin utilizarea kitului comercial Dynabeads™ GC-Combo', care
include toti reactivii necesari. De fiecare data inainte de folosire, toti reactvii se agitd pe Vortex.
In fiecare tub Dynal care contine o proba se introduc reactivii din kit:

- 1 ml Buffer A 10X SL agitata in prealabil

- 1 ml Buffer B 10X SL agitata in prealabil
Se agitd pe Vortex tubul cu proba + solutiile Buffer
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Se adauga apoi:

- 100 pL anti-Cryptosporidium agitat in prealabil

- 100 pL anti-Giardia agitat in prealabil

Fiecare anti-Cryptosporidium si anti-Giardia contin piliturd metalicd “legatd” de
anticorpi specifici, care vor interactiona cu antigenele Cryptosporidium, respectiv Giardia, daca
exista 1n proba. Fiecare tub Dynal se agita manual foarte bine, apoi se fixeaza in mixerul MX-
1 pentru agitare la 15 - 20 rotatii / minut, timp de cel putin 1 H, la temperatura camerei

In acest timp se pregiteste solutia Buffer A 1X SL necesara pentru dupi agitare:

- intr-un tub eppendorf se introduc 100 pL Buffer A 10X SL agitata in prealabil

- se adauga 900 pL apa distilata, se introdus 0,4 ml intr-un tub eppendorf curat

Dupa 1 ora de agitare, tubul Dynal cu proba se introduce in magnetul mare MPC-1, se
tine in pozitie orizontald, iar apoi se agita timp de 2 minute, prin inclinadri la 90° (daca proba
std nemigcata mai mult de 20 secunde, trebuie repetat pasul de agitare in magnetul MPC-1.
- se goleste lichidul din tubul Dynal intr-un flacon de plastic (se poate arunca)
- pe peretele tubului Dynal, in zona magnetului, rimane toata pilitura
- se adaugd 1 ml PBS si se spala tubul

Solutia PBS se prepara prin dizolvarea unor pastile cumparate.
- se ataseaza la magnetul MPC-1, se agitd prin rasturnari repetate si se urmareste ca pe perete
sd fie pilitura
- se goleste PBS-ul peste lichidul din flaconul de plastic (se poate arunca)
- se scoate tubul Dynal din magnetul MPC-1si se adaugéd 0.4 ml Buffer 1X SL (deja preparat si
masurat in tubul eppendorf) si se agitd usor pentru a resuspenda materialul din tub
- se transfera lichidul in tubul eppendorf si se ataseaza la magnetul mic MPC S
- apoi se trece inapoi in tubul Dynal si se agita pe vortex, pentru a nu mai ramane nimic pe
pereti; se repeta acesti 2 pasi, de cateva ori, agitdindu-se si pe Vortex
- se transfera inapoi in tubul eppendorf, se aseaza in magentul mic MPC S si se rastoarna de
cateva ori, pentru a se fixa toata pilitura de magnet
- se arunca buffer-ul si pilitura ramane pe peretele cu magnet
- se elimina tot lichidul cu o pipeta
- se scoate magnetul din dispozitivul MPC S
- se adaugda 50 uL HCI 0.1N 1n tubul ependorf pentru a dizloca pilitura metalica, de fapt
complexul antigen — anticorp, se agitd pe vortex
- in contact cu HCI la temperatura camerei, timp de 10 minute, se detageaza pilitra metalica de
complexul antigen - anticorp; proba trebuie sa fie la baza tubului
- se pune introduce magnetul in dispozitivul MPC S 1n pozitia inclinat si se tine tubul nemigcat
10 sec - 2 min.

6.1.5. Colorarea prin tehnica imunofluorescentei
Colorarea prin tehnica imunofluorescentei se realizeaza cu ajutorul kitului Merifluor
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Combo C&G 50 Tests, folosind un volum de 50 pl de concentrat rezultat In urma separarii
imunomagnetice.

Pentru realizarea colorarii se parcurg urmatorii pasi:

- se ia tot HCI cu o micropipita si se pune pe o lama speciala a KIT-ului, care are cate 3 godeuri
transparente,

- se etaleaza proba si standardele de control.

- in tubul eppendorf se mai adauga 25 pl HCI1

- se lasa inca 10 min

- se introduce magnetul in dispozitivul MPC S,

- se ia tot acidul cu o micropipeta si se pune pe lama

- pe lama se pun 7.5 ul NaOH 1M pentru neutralizarea acidului

- se iau de pe lama 40 pl (cca. 1/2 din cantitate) si se trec intr-u tub eppendorf curat si se
pastreaza pentru a face PCR -ul in cazul unor rezultate pozitive

- pe lama, se pun standardele + si -, cate 20 ul 1n cate un godeu transparent

- se lasd la uscat, la temepratura camerei, nu direct pe o sursa de caldura

-pe proba uscata se pune o picatura de Detection reargent,

- apoi se pune o picaturd din colorantul fluorescent Counterstain

- se omogenizeaza cu o ansa de unica folosinta

- se lasa la Intuneric, la temperatura camerei, 30 minute

- se spald cu solutia de spalare, 20X wash Buffer, folosind o pipeta, ldsand sa curga lichidul
tinand lama in pozitie orizontala

- se lasa la scurs pe un servetel, punand lama tot in pozitie orizontala

- se sterge marginea lamei cu un servetel, astfel incat sd ramana umed doar godeul

- se pune cate o picatura de lichid de montare (Mounting medium)

- se pune deasupra lamela

6.1.6. Examinarea la microscop a preparatului colorat si fixat

Preparatul colorat si fixat este examinat la microscopul cu lumina fluorescenta, dotat
cu o camera foto pentru capturarea imaginilor si transferarea lor direct 1n calculator.

Prima data se vizualizeaza martorii pozitiv si negativ, pentru a avea dovada colorarii si
fixarii corespunzitoare. In continuare, sunt vizualizate pe rand toate probele, cu atentie maxima,
pentru a parcuge intreaga suprafatd a fiecarui godeu al lamelor.

In probele prelevate in 2017 - 2018 s-au identificat chisturi de Giardia spp (Fig. 6.4 a)
si oochisturi de Cryptosporidiuma spp (Fig. 6.4 b) in probe prelevate din toate statiile, in toate
lunile, cu diferente de la luna la luna si de la statie la statie.

In cazul probelor pozitive se captureazi imagini cu chisturile sau oochistuirle gisite in
probe.
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Chist de Giardia spp. in proba prelevata din Oochist de Cryptosporidium spp in proba

paraul Bancu jos, statia din sat, august 2017 prelevata din paraul Bancu sus, statia

Cyst of Giardia spp. in the sample taken amonte, mai 2017
from Bancu down stream, village station, Oocyst of Cryptosporidium spp in the
August 2017 sample taken from Bancu up stream,

upstream station, May 2017
(a) (b)
Fig. 6.4. Imagini cu chisturi de Giardia spp. (a) si oochisturi de Cryptosporidium
spp. (b) in probele de apa recoltate din statiile de lucru
Fig.6.4. Images of Giardia spp. cysts (a) and Cryptosporidium spp. oocysts (b) in
water samples collected from work stations

Pentru Giardia spp. in intervalul mai - octombrie 2017 s-au identificat 39 de probe
pozitive cu 108 chisturi vizualizate la microscop, ccea ce Tnseamna o medie 18 chisturi / luna.

In intervalul mai - octombrie 2018 s-au identificat 23 de probe pozitive cu 31 chisturi
vizualizate, ccea ce inseamna o medie 5.1 chisturi / luna, fiind mai multe statii (Sesu sus, statiile
de la Cilimanel sus), cu probe negative in mai multe luni.

In luna mai 2017 au fost 5 probe pozitive, cu un total de 13 chisturi vizualizate,
inregistrindu-se un maxim de 8 chisturi in proba prelevata din statia Caliménel sus (ferma).

In luna mai 2018 au fost cele mai multe probe pozitive, 6 la numdr, cu un total de 9
chisturi vizualizate, dar cu cel mult 2 chisturi / proba.

In luna iunie s-au inregistrat cele mai multe valori pozitive, in 8 din cele 10 statii de
prelavare si anume au fost vizualizate 39 chisturi, dintre care 13 chisturi doar 1n proba prelavata
din statia Secu jos, cea mai mare Incarcatura din anul 2017.

In luna iunie 2018 s-au inregistrat probe pozitive la 5 statii, cu un maxim de 2 chisturi
/ proba, fiind vizualizate in total 7 chisturi.

In luna iulie au fost 7 probe pozitive, cu un total de 14 chisturi vizualizate, dar numarul
de chisturi pe proba a fost de maxim 3.
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In luna iulie 2018 au fost 3 probe pozitive, fiecare cu cite un chist vizualizat.

In luna august au fost 7 probe pozitive, cu un total de 17 chisturi vizualizate si cu un
maxim de 8 chisturi In proba prelevata din statia Calimanel jos (in Panaci).

In luna august 2018 au fost 4 probe pozitive, cu un total de 5 chisturi vizualizate.

In luna septembrie au fost tot 7 probe pozitive, cu un total de 19 chisturi vizualizate si
cu un maxim de 8 chisturi in proba prelevata din acstatia Calimanel jos (in Panaci).

In luna septembrie 2018 au fost 2 probe pozitive, cu cate 2 chisturi vizualizate.

In luna octombrie au fost 5 probe pozitive, cu un total de 6 chisturi vizualizate, dar
numarul de chisturi pe proba a fost de maxim 2, fiind luna cu cea mai scazuta incarcatura din
2017.

In luna octombrie 2018 au fost 3 probe pozitive, cu 3 chisturi vizualizate, fiind de
asemenea ceamai redusa incarcatura a anului 2018. (tab.6.2).

Tab.6.2. Nr. chisturi de Giardia spp identificate in statiile de lucru in 2017 - 2018
Tab.6.2. No. cysts of Giardia spp identified in workstations in 2017 — 2018

2017 2018
STATIE Chisturi Giardia s ;
PRELEVARE isturi slardia spp total | medie
mai | iun | iul | aug | sept | oct [ mai | iun | iul | aug | sept | oct | statie | statie
Secu jos 0 13 | 3 2 2 0 2 1 0 0 0 0 23 1.9
Secu sus 0 3 0 1 2 1 0 0 0 0 2 1 10 0.8
Arinu jos 1 3 2 1 3 2 2 0 1 1 0 0 16 1.3
Arinu sus 2 6 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 12 1.0
Bancu jos 1 2 2 1 1 1 2 0 1 0 0 0 11 0.9
Bancu sus 0 1 1 0 2 0 0 0 0 1 0 0 5 0.4
(’;allmane.l jos 13 )8
(in Panaci) 0 7 2 8 8 0 1 2 1 2 2 0
(’3allma'rl<3.lj0s 14 12
(in Bucinis) 1 4 2 3 0 1 1 1 0 0 0 1
Cz'tlirﬂnfmel sus 3 025
(parau) 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1
Callmflnel sus 12 10
(ferma) 8 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0
Total / luna 13 39 | 14 17 19 6 9 7 3 5 4 3 139 1.15
Medie /luna | 1.3 39 | 14| 1.7 19 06|09 |07|03|05]| 04 |03
Total / an 108 31
Medie / an 18 5.1
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Dintre cele 10 statii de prelevare, incarcatura cea mai mare s-a inregistrat la Calimdnel
jos (Panaci), urmata de statia Secu (jos). La extrema cealalta, cea mai redusa Incarcatura s-a
inregistrat la Calimanel sus (pariu), urmati de statia Bancu sus. In ambele statii au fost mai
multe luni in care nu s-au identificat chisturi de Giardia spp. (Fig 6.5.)

14

1 H 2017 ma
10 m 2017 iun

8 W 2017 iul
6 W 2017 aug
4 W 2017 sep
2 iE 1 2017 oct
0 - — 1 . m2018ma
& P ¢ D@ {,bo\ (gz) ® 2018 iun

> O N & > & e~ & 3 &
(_)Q/ (')Q/ O Q\Q ’b(\ N Q <b\> \Q {\ H
Yoy @ @ ¢ ¢ & 2018 iul
o) v Q> N
PATIN S e m 2018 aug
J’bo é,b(\ J’b\\é\ "'b\\é\

C’z}\ C&\ C C m 2018 sep

Fig 6.5 . Nr. de chisturi de Giardia spp. pe luni, in probele prelevate din afluenti
din bazinul Dornelor in 2017 - 2018
Fig. 6.5. No. of cysts of Giardia spp. per month, in the samples taken from the tributaries of
the Dornelor basin in 2017 — 2018

Probele prelevate in 2017 au avut o incarcaturad semnificativ mai mare fatd de 2018,
aceasta diferenta fiind datoratd cantitatilor diferite de precipitatii, care in 2018 au fost mult mai
scazute, in special sub forma de ploi torentiale, dar de scurtad dutata, in timp ce 2017 au fost un
an cu o vara ploiasa.

Pentru Cryptosporidium spp. in intervalul mai - octombrie 2017 s-au identificat 13 de
probe pozitive cu 13 oochisturi vizualizate la microscop, ccea ce inseamna o medie 2.16

oochisturi / luna.

In intervalul mai - octombrie 2018, numirul probelor pozitive a fost la jumatate,
identificandu-se doar 6 probe pozitive cu 6 oochisturi vizualizate la microscop, ccea ce
inseamna o medie 1 oochist / lund, fiind mai multe luni cu majoritatea probelor negative. (tab.
6.3; Fig 6.6).
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Tab. 6.3. Nr. de oochisturi de Cryptosporidium spp. pe luni, in probele prelevate din
afluenti din bazinul Dornelor 1n 2017 - 2018
Tab. 6.3. No. of cysts of Cryptosporidium spp. per month, in the samples taken from
the tributaries of the Dornelor basin in 2017 — 2018

2017 2018
STATIE o —
PRELEVARE Chisturi Cryptosporidium spp total | medie
mai | iun | iul | aug | sept | oct | mai | iun | iul | aug | sept | oct | giatie | statie
Secu jos 0 0 1 1 0 0 0 1 ]0] o 0 0 3] 025
Secu sus 0 0 [ o 0 1 0] 1 0o o 1 0 3] 025
Arinu jos 0 1 0 0 0 0] 0 0|0 o 0 0 1 0.1
Arinu sus 0 0 1 0 1 0 0 0o o 0 0 2 0.2
Bancu jos 0 0| o 0 1 0] 0 0|0 o 0 0 1 0.1
Bancu sus 1 0 1 1 0 0 0 1 o] o 0 0 4 03
Calimanel jos 2 0.2
(in Panaci) 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 )
Calimanel jos 1 0.1
(in Bucinis) 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 )
Calimanel sus 0 0.0
(parau) 0 0 0 0 0 0] 0 0o o 0 0 ’
Calimanel sus > 02
(ferma) 1 0 0 1 0 0] 0 0]o] o 0 0 ’
Total / lunia 2 1 3 4 3 0 1 2 1 0 1 1 19 0.15
Medie / lund [ 02 | 0.1 | 03|04 ] 03] 0 |01 ]02]01] 0 | 01 |01
Total / an 13 6
Medie / an 2.16 1
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Fig. 6.6. Nr. de oochisturi de Cryptosporidium spp. pe luni, in probele prelevate din afluenti
din bazinul Dornelor in 2017
Fig. 6.6. No. of cysts of Cryptosporidium spp. per month, in the samples taken from the
tributaries of the Dornelor basin in 2017

Caracterizarea moleculara a speciilor

A doua jumatate rezultata din cei 80 ul de produs Dynabeads a fost analizatd la
Facultatea de Medicind Veterinara din Timisoara pentru extractic ADN, PCR - RFLP si
secventare, pornind de la un volum de 40 pl de concentrat.

Un total de 27 (22.5%) de probe din 120 prelucrate au aratat benzi caracteristice speciei
Giardia duodenalis (cunoscut anterior Giardia intestinalis) la dimensiuni de 432 bp (Fig. 6.7) .
Tehnicile de secventare pe catena "forward" a celor 15 ampliconi de Giardia duodenalis s-a
realizat cu succes in cazul a 13 izolate. Ansamblurile genotipice identificate au fost Giardia
duodenalis ansamblul E (9 din 13 izolate — 69.2%), Giardia duodenalis ansamblul A (3 din 13
izolate — 23.1%), respectiv Giardia duodenalis ansamblul D (1 din 13 izolate — 7.7%).

Pentru Cryptosporidium spp. in intervalul mai - octombrie 2017 s-au identificat 13
probe pozitive cu 13 chisturi vizualizate la microscop, ccea ce Inseamnd o medie 2.166 chisturi
/ Tuna. Pentru Cryptosporidium spp. lund cu incarcdtura cea mai mare a fost august cu 4
oochisturi vizualizate, iar in luna octombrie toate probele au fost negative. In probele pozitive
nu s-a vizualizat mai mult de un oochist. In intervalul mai - octombrie 2018 s-au identificat 6
probe pozitive cu 6 chisturi vizualizate la microscop, ccea ce Inseamna o medie 1 chist / luna.

Pentru Cryptosporidium spp. luna cu incarcitura cea mai mare a fost iunie cu 2
oochisturi vizualizate, iar in luna august toate probele au fost negative. in probele pozitive nu
s-a vizualizat mai mult de un oochist. Probele prelevate din statiile Arinu jos, Arinu sus, Bancu
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jos, Calimanel jos (in Bucinig), Calimanel sus (parau) si Calimanel sus (fermd) au avut toate

probele negative in cursul anului 2018.

Fig.6.7. Imaginea gelului de electroforeza
in diagnosticul molecular al speciei
Giardia duodenalis; M — marker
molecular; P1-P3 — Probe de lucru aratand
benzi de migrare caracteristice la 432
baze perechi
Fig.6.7. Image of the gel electrophoresis
in the molecular diagnosis of the Giardia
duodenalis species;, M — molecular
marker; P1-P3 - Work samples showing
migration bands characteristic to 432
base pairs

Fig.6.8. Imaginea gelului de electroforeza in
diagnosticul molecular al speciei
Cryptosporidium parvum/hominis obtinuta in
urma amplificarii genei SSUrRNA. Coloanele
1 si 5 — markere moleculare (din 100 in 100
bp); coloana 2 — produs de digestie rezultat in
urma actiunii enzimei Vspl; coloana 3 -
produs de digestie rezultat in urma actiunii
enzimei Sspl; coloana 4 — amplicon de 850
baze perechi caracteristic diagnosticului
molecular al genului Cryptosporidium
Fig.6.8. Image of the gel electrophoresis in the
molecular diagnosis of the Cryptosporidium
parvum/hominis species, obtained following
the amplification of the SSUrRNA gene;
Columns 1 and 5 - molecular markers (every
100 bp); column 2 — digestion product
resulted after the Vspl enzyme action; column
3 - digestion product resulted after the Sspl
enzyme action, column 4 - amplicon of 850
base pairs specific to the molecular diagnosis
of the Cryptosporidium genus
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Pe baza analizei genei SSU-rRNA, la 6 (5%) dintr-un total de 120 de probe prelucrate,
metoda "nested PCR" a dezviluit ca dimensiunea ampliconilor secundari a fost de ~ 850 bp
(fig. 6.8.). Marimea acestor benzi a sugerat faptul ca organismele caracterizate din punct de
vedere genetic apartin genului Cryptosporidium.

Analiza polimorfismului lungimii fragmentului de restrictie (RFLP) a produsului
"nested PCR" final cu ajutorul endonucleazei Sspl a relevat doud benzi distincte la regiunile
444 si 247 bp (fig. 6.7). Acest fapt sugereaza cd, este vorba de un parazitism fie cu
Cryptosporidium parvum fie cu Cryptosporidium hominis. Diferentierea dintre aceste doua
specii s-a facut cu ajutorul enzimei de digestie Vspl care a pus in evidenta benzi la regiunile de
629 si 104 bp (fig. 6.8). Aceste marimi au indicat in mod clar cd a fost vorba despre un
parazitism cu specia Cryptosporidium parvum.

Tehnicile de secventare a celor 6 izolate de Cryptosporidium parvum au fost realizate
cu succes si au demonstrat faptul ca patru (66.6%) izolate au apartinut subtipului familial Ila,
iar doud (33.3%) subtipului IId. in cadrul acestor familii au fost identificate subtipurile
[MaA15G2R1 (n=3), llaA17R1 (n=1), IIdA19G1 (n=1) si IIdA18G1 (n=1).

Concluzii partiale

Bazinul Dornelor se indentifica prin numeroase surse de apa de foarte buna calitate,
lucru dovedit de faptul cd din aceastd zona provin principalele ape minerale comercializate.
Acest studiu a avut ca scop identificareasi caracterizarea unor specii de paraziti care au ca si
principala provenienta activitatea antropica.

Speciile de paraziti cercetate au fost Giardia spp. si Cryptosporidium spp., reprezentand
principalii factori de risc in toxiinfectiile de origine parazitara in legatura cu consumul de apa.

Cercetdrile s-au efectuat pe 10 statii de prelevare prestabilite in amonte si in aval de
comunitatile antropice, iar scopul a fost atat identificarea din punct de vedere cantitativ, cat si
calitativ, mergand pana la identificarea speciilor de Giardia spp. si Cryptosporidium spp. prin
teste PCR si secventiere genomica, indentificandu-se speciile Giardia duodenalis (intestinalis)
si Cryptosporidium parvum.

Probele de apa s-au colectate din 10 statii de prelevare stabilite la inceputul studiului, in
cursul anului 2017, din luna mai pana in luna octombrie, precum si in aceeasi perioda a anului
2018.

Pentru Giardia spp. in intervalul studiat 2017 - 2018 s-au identificat 62 de probe pozitive
cu 139 chisturi vizualizate la microscop, ccea ce inseamnd o medie 11.5 chisturi / lund. Dintre
cele 10 statii de prelevare, incarcétura cea mai mare s-a inregistrat la Calimanel jos (Panaci), cu
un total de 33 chisturi identificate pe tot intevalul 2017 - 2018, cu o medie de 2.8 chisturi / luna,
urmata de statia Secu (jos) cu un total de 23 chisturi vizualizate si ci o medie de 1.9 chisturi /
luna.

Cea mai redusa incarcaturd s-a inregistrat la Calimanel sus (parau), unde totalul
chisturilor vizualizate a fost de doar 3, cu 0 medie de 0.25 chisturi / luna, urmata de statia Bancu
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sus cu un total de 5 chisturi identificate si o medie de 0.4 chisturi / luni. In ambele stasii au fost
mai multe luni in care nu s-au identificat chisturi de Giardia spp.

Pentru Cryptosporidium spp. in intervalul mai - octombrie 2017-2018 s-au identificat
19 de probe pozitive cu 19 oochisturi vizualizate la microscop, ccea ce inseamna o medie 1.58
oochisturi / lund. Dintre cele 10 statii de prelevare, Incarcitura cea mai mare s-a Inregistrat la
Bancu sus, cu un total de 4 oochisturi identificate pe tot intevalul 2017 - 2018, cu o medie de
0.33 oochisturi / lund, urmata de statiile Secu cu un total de cate 3 oochisturi vizualizate in 2017
- 2018 si cu o medie de 0.25 oochisturi / luna.

De semnalat este faptul ca probele prelevate de la statia Caliméanel sus (parau) nu s-a

inregistrat nici o proba pozitiva pe parcursul intregii cercetari. La statiile Arinu jos, Bancu jos
si Calimanel jos (Bucinis) s-a identificat pe parcursul studiului doar cate 1 oochist de
Cryptosporidium.

Rezultatele obtinute au scos la iveald faptul cd apele emisarilor luati in studiu au o
incarcatura parazitara redusa si ca in amonte asezarilor umane apa are un grad de puritate ridicat.
Incarcatura mai mare cu Giardia spp si Cryptosporidium spp. a corespuns unei activititi
zootehnice existente n zond, precum si fondului cinegetic.

Incarcatura parazitari mai redusid in amonte fati de aval dovedeste influenta
comunitatilor umane, iar identificarea exclusiva a speciei zoonotice Cryptosporidium parvum
poate fi un indicator al efectului pe care il exercitd fermele de bovine din zona rurald, precum
si al fondului cinegetic, asupra paraielor din zona de munte.

Pornind de la tema lucrarii de fata, in cadrul laboratorului de microbiologie,in anul 2022
anul acesta s-a reusit transpunerea in activitatea curentd a metodei de izolare si indentificare a
chisturilor de Giardia si a oochisturilor de Cryptosporidium din apd, matricea fiind deja
autorizatd DSVSA si In curs de acredtit RENAR, conform standardului international ISO
15553.
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CAPITOLUL 7. CARACTERIZAREA PRIN INDICATORI
FIZICO-CHIMICI AT EMISARILOR CERCETATI iN BAZINUL
DORNELOR

CHAPTER 7. CHARACTERIZATION THROUGH
PHYSICAL-CHEMICAL INDICATORS OF THE EMISSAIRES
RESEARCHED IN THE DORNELOR BASIN

7.1. Indicatori fizici ai apei

Masurarea temperaturii apei

Temperatura apei variaza in general 1n functie de temperatura atmosferica, avand, in
zona de munte valori cuprinse intre 0 si 15°C, dar in timpul iernii poate cobori sub limita
inghetului, iar vara poate urca insa peste aceste valori. Acest parametru fizic afecteaza direct
dezvoltarea organismelor acvatice, dar influenteaza indirect si unele proprietati ale apei, cum ar
fi solubilitatea sdrurilor, de exemplu. Pentru determinarea temperaturii se foloseste un
termometru obignuit cu mercur sau alcool, precum si termometul electronic. Exprimarea
rezultatelor se face in grade Celsius (°C). In teren, pentru monitorizarea temperaturilor s-a
folosit termometrul electronic. in cadrul studiului, probele au fost prelevate in periaoda mai -
octombrie din 2017 si 2018, media temperaturilor masurate fiind de 12,08 grade C, cu maxima
inregistrata in 2017, iar minima in 2018, toate valorile fiind centralizate in tab. 7.1.

Tab.7.1.Temperaturi Inregistrate in afluenti din bazinul Dornelor-2017-2018
Tab.7.1. Temperatures recorded in tributaries of the Dornelor basin-2017-2018

STATIE 2017 2018
PRELEVARE Mai Tunie Tulie Aug. | Sept. Oct Mai | Iunie Iulie | Aug. |[Sept. |Oct.
Secu jos 12.4 13.5 16.4 18.7 13.1 7 14 15.6 13.9 14 13.9 7.9
Secu sus 10.2 11.5 13.5 14.6 11.2 6.7 11 12.6 11.5 11.7 11.1 5.6
Arinu jos 13.4 13.9 17.1 18.3 12.5 7.9 14.8 16.5 14.2 14 15.5 9
Arinu sus 11.8 12.5 14.8 15.7 11 7.2 12.5 14.5 14.5 12.3 12.1 6.3
Bancu jos 13.6 13.9 15.7 19.7 13.6 6.4 15 16.4 15.7 17.5 13.9 7.2
Bancu sus 12.9 13.7 14.9 19.6 12.7 5.9 14.8 15.2 16.6 17.9 11.3 5.2

Ciliminel jos

- ! 11.5 127 | 132 | 126 | 102 6 7 107 | 136 | 12 | 125 | 23
(in Panaci)

Calimanel jos 11.9 131 | 134 | 125 11 65 | 74 | 115 | 159 | 124 | 127 | 3
(in Bucinis)

Calimanel sus 10.7 1.6 | 133 | 119 |1009 | 58 | 139 | 117 | 175 | 124 | 115 | 37
(parau)

Caliménel sus 10.1 1.4 | 129 | 11.8 | 108 6 9 109 | 161 | 117 | 128 | 35
(ferma)

medie / luna 11.85 | 12.78 | 1452 | 1554 | 11.61 | 6.54 | 11.94 | 13.56 | 14.95 | 13.59 | 12.73 | 5.37
medie / an 12.14 12.02

medie

N s e 12.08
inregistrari
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Se observa variatii mici de temperaturd (fig.7.1., fig. 7.2) intre aceleasi luni din cei doi
ani de studiu, maximul fiind 19,7 grade C pentru luna august 2017. Deasemnea, s-a observat ca
cele mai mari temperaturi Inregistrate au fost cele din august si cele mai scézute au fost cele din
octombrie, atat in 2017, cat si 2018. Temperaturile masurate in anul 2017 au fost cuprinse Intre
5,8 grade C (la proba prelevatd in data de 27 octombrie de la statia Calimanle sus - parau) si
19,7 grade C (la proba prelevata in data de 17 august de la statia Bancu jos), cu o medie de
12,14 grade C.
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Fig.7.1. Evolutia temperaturilor -2017-2018
Fig. 7.1. Evolution of temperatures -2017-2018

Temperaturile masurate in anul 2018 au fost cuprinse intre 2,3 grade C (la proba
prelevata in data de 05 octombrie de la statia Calimanle jos - in Panaci) si 17,9 grade C (la proba
prelevata tot in data de 17 august de la statia Bancu sus), cu o medie de 12,03 grade C. Valorile
temperaturilor inregistrate in 2018 au fost mai mici fatd de anul anterior, deoarece si media
temperaturilor atmosferice a fost mai scazuta, plus un volum de precipitatii mult mai mare, in
al doilea an de studiu.
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Fig.7.2. Evolutia temperaturilor -2018
Fig. 7.2. Evolution of temperatures -2018

7.2. Determinarea unor indicatori chimici ai apei

7.2.1. Determinarea pH-ului

pH - ul este masura activitatii ionilor de hidrogen dintr-o solutie. Valoarea pH - ului
este logaritmul zecimal negativ al raportului hidrogen molar - activitate ionica. Datorita
interactiunilor ionice, activitatea ionilor de hidrogen este sensibil inferioara concentratiei lor.
Scara de referintd a pH - urilor este constituitd dintr-o serie de solutii etalon de referinta.

Exprimarea rezultatelor se face in unitati de pH.

Aceastd metoda respectd prevederile standardul in vigoare SR ISO 10523 : 2000.

Pentru determinarea acestui parametru se pot folosi mai multe tipuri de echipamente,
iar 1n laboratorul in care s-au efectuat analizele s-au folosit mai multe dintre cele din dotare :
InoLab — Multi 720, Multi 9310P, in timp ce in teren poate fi utilizat pH - metru WTW 330 sau
hartie indicatoare.
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In cadrul studiului, probele au fost prelevate in periaoda mai - octombrie din 2017 si
2018, media valorilor masurate pentru parametrul pH fiind de 7.82 unitati pH, cu valoarea
maxima Inregistrata n iulie 2018 si minima nregistrata in septrembrie 2017, toate valorile fiind
centralizate in tab.7.2.

Tab.7.2. Valorile ale pH-lui nregistrate in 2017-2018
Table 7.2. The pH values recorded in 2017-2018

STATIE 2017 2018
PRELEVARE [ ,; iunie iulie august sept oct mai iunie iulie august sept oct
Secu jos 7.88 8.11 7.56 8.12 8.02 8.1 7.75 8.01 7.86 7.4 797 | 1.73
Secu sus 8.04 8.06 7.93 8.21 8.17 8.3 8.03 8.2 7.91 7.83 8.21 | 8.03
Arinu jos 7.69 8.17 7.32 7.84 7.87 | 7.83 7.79 7.87 7.6 7.42 8.55 | 745
Arinu sus 8.02 8.07 7.65 8.14 8.17 8.22 8.08 8.16 8.11 7.51 821 | 7.85
Bancu jos 7.56 7.69 7.73 8.22 8.07 8.09 8 8.05 8.71 8.02 8.15 8
Bancu sus 7.58 7.88 7.73 8.23 8.09 8.15 7.98 7.84 7.76 7.93 8.04 | 791
Cilimanel
jos (in 7.55 7.59 7.68 7.53 6.77 7.6 7.41 7.72 7.27 7.18 726 | 7.62
Panaci)
Cilimanel
jos (in 7.53 7.77 7.7 7.85 7.9 7.85 7.61 7.89 7.78 7.52 7.47 7.73
Bucinis)
Caliminel 763 | 768 | 758 | 777 | 775 | 77 | 75 | 765 | 767 | 731 | 735 | 7.39
sus (pariu)
Ciliménel 799 | 788 | 785 | 797 | 809 | 8 | 782 | 791 | 792 | 758 | 7.62 | 7.76
sus (ferma)
Medie / luna 7.74 7.89 7.67 7.98 7.89 7.98 7.79 7.93 7.85 7.57 7.88 7.74
medie / an 7.86 7.79
medie 7.82
inregistrari

Valorile pH-ului masurate in anul 2017 au fost cuprinse intre 6,77 unitati pH (la proba
prelevatd in data de 22 septembrie de la statia Célimanel jos - in Panaci) si 8,3 unititi pH (la
proba prelevata in data de 26 octombrie de la statia Secu sus), cu o medie de 7.86 unitati pH.
De notat este faptul ca pe parcursul studiului valorile pH-ului au fost mai mici la statiile de
prelevare de pe cursul paraului Célimanel, mai ales in punctul cel mai din aval, cu o medie de
7.43 unitati de pH pentru cei doi ani de cercetare. Deasemenea, valorile cele mai mari au jos ale
pH-ului au fost inregistrate pe paraul Sucu, la statia din amonte, cu o medie de 8,07 unitati pH.

Tabloul complet al celor 4 paraie cu toate statiile de prelevare este redat in tab.7.3.
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Tab.7.3. Media pH-ului in statiile de prelevare
Tab. 7.3. Average pH in sampling stations

Medie /statie . ALA
STATIE PRELEVARE 2017 - 2018 Medie / parau 2017 - 2018

Secu jos 7.87
Secu sus 8.07 798
Arinu jos 7.78
Arinu sus 8.01 789
Bancu jos 8.02
Bancu sus 7.92 797
Célimanel jos (in Panaci) 7.43
Célimanel jos (in Bucinis) 7.71 765
Célimanel sus (parau) 7.58 ’
Calimanel sus (ferma) 7.89

O explicatie a acestor diferente ale pH-ului apei este influenta factorului uman, malurile
paraului Caliménel fiind intens populate, existdnd un numar insemnat de gospodarii, in timp de
valea paraului Secu este mult mai putin expusa factorului uman.

7.2.2. Determinarea substantelor organice

Substantele organice din apa nu au efect nociv asupra organismului uman si nici nu
limiteaza folosirea apei. Importanta lor consta in faptul ca sunt indicatori pentru poluarea apei
mai ales cu microoganisme, care reprezinta un risc epidemiologic pentru populatie.

Determinarea substantelor organice oxidabile (consumul chimic de oxigen): CCO

Aceastd metoda respectd prevederile standardul in vigoare SR ISO 6060 : 1996
Calitatea apei. Determinarea consumului chimic de oxigen.

Cantitatea de substante organice din apd se exprima prin consumul chimic de oxigen
(CCO), care reprezinta cantitatea de oxigen necesara oxidarii substantelor organice, in prezenta
unui oxidant puternic, cel mai frecvent, KMnQOs. Cantitatea de oxigen echivalenta cu consumul
de oxidant se mai numeste si oxidabilitate. Rezultatele se exprima in mg /1 ( ppm ).

Principiul metodei : Substantele organice sunt oxidate cu permanganat de potasiu in
mediu acid, prin fierbere. Excesul de permanganat de potasiu neutilizat in reactia de oxidare
este redus cu acid oxalic, iar excesul de acid oxalic este titrat la cald, cu permanganat de potasiu
pana la persistenta unei tente de roz pal.

In cadrul studiului, probele au fost analizate in periaoda mai - octombrie din 2017 si
2018, media valorilor obtinute pentru substantele organice oxidabile fiind de 19.96 mg/l
KMnOys, cu valoarea maxima Inregistrata in august 2018 si minima inregistrata in august 2017.

De notat este faptul ca in august 2018, cu cateva ore inainte de prelevarea probelor, in
zona paraului Arinu a fost o furtuna puternicd, rezultatele analizelor fiind vizibil influentate de
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acest fenomen, valorile obtinute fiind de peste 50 ori mai ridicate decat media celorlate valori
obtinite., cum se poate observa din fig. 7.3.

700 -
600 - M Secu jos
500 - B Secu sus
400 - Arinu jos
300 - B Arinu sus
200 - M Bancu jos
Bancu sus
100 -
Calimanel jos (in Panaci)
0
sle|l e B B8l s|lel2 BB B Calimanel jos (in Bucinis)
eS| 3| > 4|° | e|5 =2 |@ 8| °
- 2 = 3 Calimanel sus (parau)
| 2017 | 2018 | Calimanel sus (ferma)

Fig.7.3 Comparatie substantelor organice oxidabile 2017 — 2018
Fig.7.3 Comparison of oxidable organic substances 2017 — 2018

Eliminand aceastd luna din calcul, media celor 2 ani este foarte apropiata, 10.15 mg/l
KMnOy 1n 2017 si 10.08 mg/l KMnOj4 in 2018, cu o medie generalad de 10.11 mg/l KMnOs.

Pentru anul 2017, rezultatele obtinute se Incadreaza intre 1.89 mg/l KMnO4, valoare
inregistrata pe 18 august 2017 la proba prelevata de la statia Calimanel sus (parau) si 21.04 mg/1
KMnOy, valoare obtinita la proba prelevata de la statia Bancu jos in data de 21 septembrie 2017.
Toate datele sunt redate in tab. 7.4.

Valoarea minima este corelatd cu o Incarcaturd microbiologica redusa si cu absenta
parazitior, precum s$i cu o masa algald deloc abundentd, in timp de valoarea maxima este
asociata cu o Incarcatura bacterind si 0 masa algald semnificativa, si foarte important de notat,
prezenta parazitilor, un chist de Giardia si un oochist de Cryptosporidium, intr-un volum de
doar 15 litri de apa filtratd pentru analiza parazitara.
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Tab.7.4. Valori ale substantelor organice oxidabile, 2017
Tab. 7.4. Values of oxidizable organic substances, 2017

STATIE PRELEVARE — __2017 medie | medie
j mai iunie iulie august sept oct /statie parau

Secu jos 996 | 1329 | 12.53 61 [ 1609 | 824 | 1103 | | "
Secu sus 54 1481 | 1345 | 978 | 1237 | 7.02 | 1047 :
Arinu jos 965 | 1633 | 1897 | 303 | 1051 [ 732 | 1096 | oo
Arinu sus 874 | 1329 | 12.84 | 3.03 | 741 | 641 8.67 '
Bancu jos 1205 | 1402 | 1223 | 273 [21.04 | 886 | 1197 |
Bancu sus 1147 | 1807 | 1253 | 824 | 1918 | 824 | 1295 :
Caliménel jos 1633 | 9.65 6.71 61 |1032] 10 9.85
(11: !’arjau)' 951
Caliminel jos 1026 | 1087 | 1131 | 579 | 813 | 875 9.18 8.87
(in Bucinis)
Ciliminel sus (parau) 13.6 | 1299 | 732 1.89 | 656 | 781 8.36 023
Cilimanel sus (ferma) 6.92 753 | 1652 | 273 | 844 | 656 8.11 :
medie / luna 1052 | 13.08 | 12.44 | 4.94 12 7.95
medie / an 10.15

Pentru anul 2018, rezultatele obtinute se incadreaza intre 4,74 mg/l KMnOy valoare
inregistratd pe 04 mai 2018 la proba prelevata de la statia Caliméanel sus (fermd) si 618 mg/l
KMnOy, valoare obtinita la proba prelevata de la statia Arinu jos in data de 17 august 2018.

Avand in vedere cd pentru acest parametru chimic rezultatele din data de 17 august
2018, pentru probele prelevate de la pardul Arinu au fost influentate de fenomenele
meteorologice din ziua respectivd, notdm ca si valoare maxima reprezentiva rezultatul de 29.07
mg/l KMnQy, obtinut la statia Bancu jos pentru proba prelevata in data de 08 iunie 2018.

Valoarea minima este corelatd cu o Incarcatura microbiologica redusa si cu absenta
parazitlor, precum si cu o masa algala deloc abundenta.

Valoarea maxima obtinuta la statia Banu jos pentru proba prelevata in data de 08 iunie
2018 este asociatd cu o Tncarcatura bacteriana si o masa algala semnifictiva, dar totusi nu a fost
evidentiatd prezenta parzitilor.

Probele prelvate din cele doud statii Arinu in data de 17 august 2018 si care au avut
valori exagerat de ridicate pentru substatele organice oxidabile au prezentat deasemenea
incarcaturda microbiologica si algala, precum si cate un chist de Giardia intr-un volum de doar
5 litri de apa filtrata pentru analiza parazitara. (tab.7.5.)
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Tabel 7.5. Valori ale substantelor organice oxidabile, 2018
Tab.7.5. Values of oxidizable organic substances, 2018

STATIE 2018 medie medie medie fara
PRELEVARE mai iunie iulie august sept oct /statie parau luna august
Secu jos 205 | 1238 | 10.82 | 19.58 | 947 | 10.72 | 1391 1108 statii Arinu
Secu sus 6.1 | 632 10.2 1437 | 548 | 712 | 826 :

Arinu jos 978 | 1087 | 11.75 618 | 1131 | 1192 | 11227 | | o0 11.1 011
‘Arinu sus 64 | 723 8.65 587 | 7.94 | 532 | 103.75 : 71 :
Bancu jos 794 | 29.07 | 1175 | 11.92 | 10.69 | 14.03 | 14.23 1359

Bancu sus 7.32 26.03 11.44 11 9.16 12.82 12.96 :

Calimaneljos | 111 | 1937 | 1260 | 1315 | 1082 | 892 | 1134

(in Panaci) 9.63
Calimaneljos | ¢ 3, | 00 | 1087 824 | 865 | 742 | 7.92

(in Bucinis) 8.11

Calimanelsus | (3 | 7 9.96 579 | 741 | 652 | 723

(pvafauv) 6.6
Calimanel sus | 4, | 59 783 732 | 556 | 532 | 597

(ferma)

medie / luna 858 | 12.24 | 1059 | 129.63 | 8.64 | 9.01

medie / an 29.78

Privind tabloul de ansamblu al tuturor analizelor pentru parametrul substante organice
oxidabile, se observa ca in general statiile din amonte au valori mai mici decat cele din aval,
fiind dovada influentei comunitator umane in toate zonele.

7.2.3. Determinarea conductivitatii

Conductivitatea electrica (conductanta specifica) este inversul rezistentei masuratd in
conditii specifice intre fetele opuse ale unui cub unitate (de dimensiuni determinate) dintr-o
solutie apoasa. Pentru controlul calitatii apei, conductivitatea poate fi utilizatd ca masurd a
concentratiei solutilor ionizabili prezenti in proba.

Exprimarea rezultatelor se face in micro-siemens pe centimetru cub (uS / cm?).

Aceastd metoda respectd prevederile standardul in vigoare SR EN 27888 / ISO
7888:1997. Pentru determinarea acestui pamametru se pot folosi mai multe tipuri de
echipamente, iar in laboratorul in care s-au efectuat analizele s-au folosit mai multe dintre cele
din dotare : InoLab — Multi 720 si Multi 9310P.

In cadrul studiului, probele au fost analizate in periaoda mai - octombrie din 2017 si
2018, media valorilor obtinite pentru conductivitate fiind de 200.95 uS/cm?, cu valoarea
maxima inregistratd in octombrie 2017 si minima inregistrata in mai 2017. Pentru anul 2017,
rezultatele obtinute se incadreaza intre 74.295 uS/cm’ | valoare inregistratd pe 27 mai 2017 la
proba prelevatd de la statia Calimanel sus (parau) si 354 uS/cm’®, valoare obtinitd la proba
prelevata de la statia Secu jos in data de 26 octombrie 2017. (tab. 7.6.).
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Tab.7.6. Valori ale conductivitatii, 2017
Table 7.6. Conductivity values, 2017

STATIE PRELEVARE 2017

mai iunie iulie | august | sept oct
Secu jos 303 204 334 328 324 354
Secu sus 269 205 299 315 302 305
Arinu jos 139.9 288 144 1745 | 171.2 170.7
Arinu sus 204 326 226 259 245 244
Bancu jos 187.1 | 131.3 199 226 194 223
Bancu sus 177.1 215 195 217 192.5 221
Cilimanel jos (in Panaci) 127.5 | 119.1 177 1234 | 1249 135.2
Cilimanel jos (in Bucinis) 172 178.6 201 215 221 224
Ciliminel sus (parau) 74.2 75.8 89.6 110.7 | 109.5 101.3
Ciliminel sus (fermi) 181.7 | 191.5 215 235 229 232
medie / luna 183.55 | 193.43 | 207.96 | 220.36 | 211.31 221.02
medie / an 206.27

Pentru anul 2018, rezultatele obtinute se incadreaza intre 75.5 uS/cm’ valoare
inregistratd pe 19 iulie 2018 la proba prelevata de la statia Calimanel sus (parau) si 353 uS/cm?,
valoare obtinita la probd prelevata de la statia Secu jos n data de 21 octombrie 2018 (tab.7.7.).

Tab.7.7. Valori ale conductivitatii, 2018
Table 7.7. Conductivity values, 2018

STATIE PRELEVARE 2018
mai iunie iulie | august | sept oct

Secu jos 291 333 323 310 353 333
Secu sus 275 296 273 272 305 298
Arinu jos 134 | 161.8 | 132.1 143.7 | 178.8 165.3
Arinu sus 216 237 213 178.2 232 227
Bancu jos 166 | 178.9 | 199.5 200 212 207
Bancu sus 155 | 173.7 209 212 232 215
Ciliminel jos (in Panaci) 98.3| 1057 | 1219 | 126.7| 114.3 133.9
Ciliminel jos (in Bucinis) 137.9 201 | 176.9 | 188.1 196 199.1
Ciliminel sus (parau) 81 95.2 75.5 90.4 91.3 91.9
Ciliminel sus (ferma) 193.9 218 | 198.7 216 234 230
medie / luna 174.81 | 200.03 | 192.26 | 193.71 | 214.84 210.02
medie / an 195.63
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Valoarea minima este corelatd cu o duritate scdzuta si cu o valoare mica a alcalinitatii
exprimatd in hidrogencarbonat (bicarbonic), toate indicand ca paraul Calimanel este o apa cu
mineralizare scazutd. Deasemena, valoarea maxima este corelatd cu o duritate crescuta si cu o
valoare mare a alcalinitatii exprimata in hidrogencarbonat (bicarbonic), toate indcand ca paraul
Sucu sus este o apa cu mineralizare mare. Valorile Inregistrate in timpul celor doi ani de studiu
au fost apropiate in cazul tutoror statiilor de prelevare, fapt care se poate observa mai jos.

350,0
300,0 -
250,0 -
200,0 -
150,0 -
100,0 -
50,0 -

0,0 - H medie 2018

B medie 2017

Fig. 7.4 Valorile conductivitatii intre anii 2017 si 2028
Fig 7.4 . Conductivity values between the years 2017 and 2028

7.2.4. Determinarea oxigenului dizolvat

Oxigenul este un indicator de calitate al apei, ale cérei valori depind in general de tipul
de apa, de procesele fizice, chimice, biologice acvatice, de clima. Cantitatea de oxigen din apa
este un factor care influenteaza autoepurarea apelor.

Aceastd metoda respecta prevederile standardul in vigoare SR EN ISO 5814 - 2013
Calitatea apei. Determinarea continutului de oxigen dizolvat. Metoda electrochimicé cu sonda.

Se pot folosi mai multe echipamente de laborator, iar in timpul studiul s-a lucrat cu
Multi 9310 P si InoLab — Multi 720.Exprimarea rezultatelor se face in mg /1 ( ppm ).

Principiul metodei: Determinarea continutului de oxigen dizolvat in apa se face cu
ajutorul unei celule electrochimice care este izolatd de proba printr-o membrana permeabild la
gaz.

In cadrul studiului, probele au fost analizate in periaoda mai - octombrie din 2017 si
2018, media valorilor obtinute pentru oxigenul dizolvat fiind de 8.97 mg/l, cu valoarea maxima
inregistrata in octombrie 2017 si minima nregistratd in august 2018.
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Pentru anul 2017, rezultatele obtinute se Incadreaza intre 7.96 mg/ | valoare inregistrata
pe 30 iunie 2017 la proba prelevata de la statia Caliméanel sus (parau) si 10.85 mg / 1, valoare
obtinitd la proba prelevatd de la statia Céalimanel jos (in Panaci) in data de 27 octombrie
2017.(tab.7.8.)

Tab.7.8. Valori ale oxigenului dizolvat, 2017
Table 7.8. Dissolved oxygen values, 2017

2017
STATIE PRELEVARE mai iunie iulie august sept oct

Secu jos 8.96 8.07 827 8.01 9.05 842
Secu sus 9.88 821 8.63 837 9.06 8.63
Arinu jos 93 872 855 838 913 8.93
Arinu sus 93 8.43 8.64 8.57 8.99 9.03
Bancu jos 8.66 812 859 835 8.86 933
Bancu sus 8.89 833 8.75 82 8.84 9.17
Calimanel jos 9.73 8.22 9 8.75 9.57 10.85
(in Panaci)
Calimanel jos 9.91 8.15 9.07 9.15 9.6 10.29
(in Bucinis)
Caliminel sus 10.14 7.96 9.14 9.09 9.49 9.89
(parau)
Calimanel sus

’ 10.03 8.03 8.99 9.2 93 9.93
(ferma)
Medie / luna 9.48 8.22 8.76 8.61 9.19 9.45
Medie / an 8.95

Pentru anul 2018, rezultatele obtinute se incadreazd intre 7.66 mg / 1 | valoare
inregistrata pe 17 august 2018 la proba prelevata de la statia Arinu jos si 10.59 mg / 1, valoare
obtinutd la proba prelevata de la statia Calimanel jos (in Panaci) in data de 4 mai 2018 (tab.7.9.).
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Tab.7.9. Valori ale oxigenului dizolvat, 2018
Tab. 7.9. Dissolved oxygen values, 2018

2018
STATIE PRELEVARE mai iunie iulie | august | sept oct

Secu jos 8.05 7.95 8.46 8.18 8.79 9.8
Secu sus 8.53 8.46 8.5 8.72 9.01 | 10.47
Arinu jos 8.59 8.31 8.24 7.66 8.72 | 10.26
Arinu sus 8.78 8.33 8.19 7.76 8.87 | 10.55
Bancu jos 8.58 8.43 8.19 8.08 8.81 | 10.25
Bancu sus 8.42 8.33 8.16 8.04 8.83 | 10.34
Calimanel jos (in Panaci) 10.59 9.61 8.01 8.94 9.28 | 10.84
Cilimanel jos (in Bucinis) 10.26 9.28 8.12 8.85 9.18 | 11.23
Caliminel sus (parau) 10.08 9.11 8.08 8.9 9.15| 10.89
Calimanel sus (ferma) 9.88 9.04 8.02 9.09 8.77 | 10.98
medie / luna 9.18 8.69 8.20 8.42 894 | 10.56
Medie / an 9

Valorile inregistrate pentru oxigenul dizovat au valori apropiate intre cei doi ani de
studiu, facand comparatia pe fiecare parau luat in studiu. S-a obsevat cea mai mica diferenta la
paraul Bancu, iar cea mai mare la paraul Secu.

7.2.5. Determinarea alcalinitatii exprimata in hidrogen carbonat (bicarbonat)
Hidrgencarbonatul reprezintd alcalinitatea totald determinatd in prezenta metil-
oranjului (pH = 4,5) si este datd de bazele libere, carbonatii si bicarbonatii alcalini. Alcalinitate
apei este data de prezenta bicarbonatilor, carbonatilor alcalini, alcalino-terosi si a hidroxizilor.
Aceastd metoda respecta prevederile standardul in vigoare SR EN ISO 9963-1 - 2002
Echipamente de incercare si mijloace de masurare:
Sticlarie de laborator — pipete de 10 ml, biurete 10 ml si 25 ml, pahar Erlenmayer
Reactivi - acid clorhidric, solutie 0.1n si 0.01n
- metilorange (0.05g metilorange pulbere se dizolva in 100 ml de apa).
Mod de lucru: Se iau in lucru 10 ml proba de analizat, se adaugd 2-3 picaturi
metilorange si se titreaza cu acid clorhidric, solutie 0.1n pana la culoarea portocaliu-roz.
In cazul apelor cu o mineralizare scizuta se recomanda ca titrarea sa fie facuta cu acid clorhidric
0.01n pina la culoarea rosie-violacee, pentru o acuratete a rezultatelor.
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Exprimarea rezultatelor si precizia

1000 6100
HCO;3 = Vucr * Faer * 0.0061 #-------—--- *1000 = Vua * Fucr*------------ mg/l
Vo Vo

Unde :
0.0061 - grame de hidrogencarbonat intr-un cmc de apa
Vucl - volum de solutie acid clorhidric folosit la titrare
Fuci - factorul solutiei de acid clorhidric
Vo - volumul de apa folosit la analiza

In cazul in care s-a folosit la titrare HCI 0.01n, rezultatul se va imparti cu 10. Probele
prelevate lunar s-au lucrat in laborator. in cadrul studiului, probele au fost analizate in periaoda
mai - octombrie din 2017 si 2018, media valorilor obtinite pentru oxigenul dizolvat fiind de
131.24 mg/l, cu valoarea maxima inregistratd in august 2018 si minima inregistratd in iulie
2018.

Pentru anul 2017, rezultatele obtinute se incadreaza intre 48.88 mg / 1 | valoare
inregistrata pe 28 iulie 2017 la proba prelevata de la statia Calimanel sus (parau) si 231.8 mg/
1, valoare obtinutd la proba prelevatd de la statia Secu jos in data de 26 octombrie 2017.
(tab.7.10). Pentru anul 2018, rezultatele obtinute se incadreaza intre 42.7 mg / | | valoare
inregistrata pe 8 iunie 2018 la proba prelevata de la statia Céliménel sus (parau) si 244 mg / 1,
valoare obtinita la proba prelevata de la statia Secu jos in data de 21 septembrie 2018. (tab.7.11).

Tab.7.10. Valori ale bicarbonatului, 2017
Tab. 7.10. Bicarbonic values, 2017

2017
STATIE PRELEVARE mai iunie iulie | august | sept oct
Secu jos 201.3 134 219.6 | 219.6 | 213.5 | 231.8
Secu sus 183 140 1952 | 213.5 | 201.3 195.2
Arinu jos 79.3 195.2 | 103.7 122 109.8 103.7
Arinu sus 134.2 | 219.6 | 152.5 | 176.9 | 164.7 158.6
Bancu jos 103.7 85.4 122 152.5 | 128.1 140.3
Bancu sus 128.1 | 1464 122 146.4 122 140.3
Ciliminel jos (in Panaci) 79.3 79.3 97.6 73.2 73.1 79.3
Ciliménel jos (in Bucinis) 103.7 | 1159 | 109.8 | 134.2 | 128.1 152.5
Ciliminel sus (parau) 48.8 54.9 48.8 67.1 67.1 61
Ciliménel sus (ferms) 109.8 | 1342 | 1342 | 1525 | 1464 152.5
Medie / luna 117.12 | 130.49 | 130.54 | 145.79 | 13541 | 141.52
Medie / an 133.47
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Tab.7.11. Valori ale bicarbonatului, 2018
Tab. 7.11. Bicarbonic values, 2018

2018

STATIE PRELEVARE mai iunie iulie | august | sept oct
Secu jos 201.3 | 225.7 | 213.5 | 2013 244 225.7
Secu sus 183 1952 | 170.8 183 201.3 195.2
Arinu jos 79.3 109.8 91.5 79.3 122 97.6
Arinu sus 1342 | 158.6 | 1342 | 109.8 | 1525 146.4
Bancu jos 103.7 | 1159 | 128.1 122 134.2 128.1
Bancu sus 91.5 109.8 | 140.3 | 1342 | 1525 128.1
Cailimanel jos (in Panaci) 79.3 61 79.3 79.3 79.3 146.4
Cilimanel jos (in Bucinis) 122 122 1159 | 109.8 122 122
Caliminel sus (parau) 61 42.7 48.8 48.8 54.9 48.8
Caliminel sus (ferma) 122 1403 | 1342 | 140.3 164.7 152.5
Medie / luna 117.73 | 128.1 | 125.66 | 120.78 | 142.74 | 139.08
Medie / an 129.01

Valorile inregistrate pentru bicarbonat deasemenea au valori apropiate intre cei doi ani
de studiu, facand comparatia pe fiecare parau luat in observatie. Cea mai mare diferentd intre
media valorilor inregistrate de-a lungul celor doi ani de studiu pentru parametrul bicarbonic a
fost Tnregistrata la paraul Arinu, indicand faptul ca a scazut cantitatea sarurilor dizolvate 1n al
doilea an de monitorizare, aspect sustint si de o duritate medie mai scazutd pentru acest parau.
Pentru celelalte paraie, valorile au fost apropiate, cea mai mica diferentd inregistrandu-se la
paraul Calimanel.

7.2.6. Determinarea durititii apei

Duritatea apei este datd de prezenta tuturor cationilor din apa in afard de cationii
metalelor alcaline, exprimata prin concentratiile echivalente in calciu.

Aceastd metoda respectd prevederile standardul STAS 3026-76 Calitatea apei.
Determinarea duritatii.

Duritatea apei este de doua feluri:
- duritate temporara sau carbonatatd, data de bicarbonatii de calciu sau magneziu prezenti in apa
- duritate permanentd sau necarbonatatd, data de celelalte saruri de calciu si magneziu (azotati,
sulfati, cloruri, fosfati etc)

Suma celor doud duritati formeaza duritatea totala.

Duritatea se exprima in grade de duritate (°d)
1 grad de duritate corespunde la 10 mg CaO/l.
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Principiul metodei: Metoda consta in complexarea cationilor metalici care formeazaa
duritatea, cu sarea disodica a acidului etilen-diamino-tetraacetic (EDTA), la pH=10, in prezenta
indicatorului eriocrom negru T.

Echipamente de incercare si mijloace de masurare:

Sticlarie de laborator —cilindrii gradati de 100 ml, biureta, pahare erlenmayer, pipete, balon cotat
100 ml si 1000 ml

Reactivi
-solutie de titrare pentru duritate : solutie EDTA 0.01M (1.8615g de acid -etilen-
diaminotetraacetic (EDTA) se cantaresc la balanta analitica, se introduc Intr-un balon cotat 500
ml, se completeza cu apa distilatd pana la semn)

-solutie buffer pentru duritate (se cantéresc pe balanta analitica 13.5 g clorurd de amoniu NH4Cl
si se introduc cu apa distilata intr-un balon cotat de 250ml, peste care se adauga 88 ml amoniac
25% si se completeaza pana la semn cu apa distilata).
-indicator duritate totald : 0.5 g eriocron negru T
Mod de lucru :
Determinarea duritatii totale
1.Se clateste cilindrul si paharul cu proba de analizat .
2.Se masoara 50 ml de apa cu cilindrul gradat.
3.Se adauga 0.5 ml de solutie buffer
4.Se adauga 1g eriocrom negru T

5.Solutia are culoare rosie si se titreaza cu solutie EDTA 0.01M, sub agitare continud, pana
cand culoarea vireaza la albastru

6.1n cazul in care virarea este greu vizibild, se repeta testul cu 10 ml de proba diluatd pana
la 50 de ml cu apa distilata; dilutia se utilizeaza in cazul apei cu duritate mare si elimina
efectul substantelor care produc interferente

7.Duritatea totald = 20 x ml solutie de titrare (mg/l CaCO3) =mg/l CaCO3 / 17.8°dH (grade
germane)

- unde 20 este un coeficient

In cazul probelor diluate (10 ml proba + 40 ml apa distilata), coeficientul = 100
In cadrul studiului, probele au fost analizate in periaoda mai - octombrie din 2017 si 2018,
media valorilor obtinite pentru duritate fiind de 6.1 grade duritate, cu valoarea maxima
inregistrata in septembrie 2017 si minima inregistrata in iunie 2018.

Pentru anul 2017, rezultatele obtinute se incadreaza intre 2.24 grade duritate, valoare
inregistrata pe 28 iulie 2017 la proba prelevata de la statia Céliménel sus (parau) si 11.79 grade
duritate, valoare obtinita la proba prelevata de la statia Arinu sus 1n data de 21 septembrie 2017,
cu o medie de 6.44 grade duritate (tab. 7.12).

Pentru anul 2018, rezultatele obtinute se incadreaza intre 1.34 grade duritate, valoare
inregistratd pe 6 iunie 2018 la proba prelevata de la statia Calimanel sus (parau) si 11.23 grade
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duritate, valoare obtinitd la proba prelevata de la statia Secu jos in data de 5 octombrie 2018
(tab.7.13.). Valorile inregistrate pentru duritate au valori apropiate intre cei doi ani de studiu,
cea mai mare diferentd intre media valorilor inregistrate de-a lungul celor doi ani de studiu
pentru parametrul duritate a fost inregistrata la paraul Arinu, pentru celelalte paraie, valorile au
fost apropiate, cea mai mica diferenta inregistrandu-se la paraul Secu.

Tab. 7.12. Valori ale duritatii, 2017
Tab. 7.12 Hardness values, 2017

2017 |
STATIE PRELEVARE mai | iunie | iulie | august | sept oct
Secu jos 898 | 6.17 | 898 | 10.67 | 11.23 | 544
Secu sus 6.74 | 6.51 | 10.11 7.3 10.67 | 8.65
Arinu jos 5.05 | 8.87 | 5.61 5.61 7.86 4.83
Arinu sus 6.74 | 921 | 842 | 11.23 | 11.79 | 6.96
Bancu jos 5.61 | 348 | 6.17 7.3 7.3 6.62
Bancu sus 539 | 64 | 595 8.42 7.86 | 6.17
Ciliminel jos (in Panaci) 5.05 | 325 | 6.74 3.37 3.93 3.93
Ciliminel jos (in Bucinis) 5.05 | 449 | 5.71 6.74 6.17 6.17
Ciliminel sus (parau) 2.8 | 247 | 2.24 1.12 3.93 3.14
Cilimanel sus (fermi) 5.61 | 584 | 6.74 | 7.86 7.3 6.96
medie / luna 5.702 | 5.669 | 6.667 | 6.962 | 7.804 | 5.887
medie / an 6.44
Tab. 7.13. Valori ale duritatii, 2018
Tab. 7.13. Hardness values, 2018
2018
STATIE PRELEVARE mai | iunie | iulie | august | sept | oct
Secu jos 842 | 955 1842 ] 831 |9.55] 11.23
Secu sus 7.86 | 842 | 719 | 7.64 |7.86| 8.98
Arinu jos 5.61 | 449 | 4.15 3.7 516 | 6.18
Arinu sus 7.86 | 7.19 | 6.4 494 |6.74| 7.86
Bancu jos 5.05 | 528 | 528 | 595 |584]| 8.42
Bancu sus 505 | 505 | 584 | 584 | 64 7.3
Cilimanel jos (in Panaci) 337 | 3.03 | 337 | 3.37 2.8 | 3.93
Caliminel jos (in Bucinis) 5,05 | 5.61 |505| 483 |505| 5.61
Caliminel sus(parau) 2.58 | 1.34 | 2.02 | 213 |235]| 2.92
Calimanel sus (ferma) 5.39 6.4 | 561 | 595 |6.74| 6.74
medie / luna 5.62 | 5.636 | 5.33 | 5.266 | 5.85| 6.917
medie / an 5.77
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7.3. Determinarea nitratilor si a nitritilor

Nitratii si nitritii sunt compusi naturali ai solului, care fac parte din circuitul azotului.
Acesti compusi se formeaza prin mineralizarea substantelor organice azotoase provenite de la
plante si animale. Nitratii sunt absorbiti de radacinile plantelor si contribuie la sinteza
proteinelor, iar surplusul ramas contamineaza panza freaticd, ajungand in rauri, lacuri sau chiar
in apele subterane.

In mod natural, intre nitratii din sol, apa si plante existd un echilibru, dar activitatea
omului prin utilizarea excesiva in agriculturd a ingrasamintelor organice naturale si mai ales a
celor sintetice, produce dezechilibre grave in acest circuit. Ingrasamintele ajuti solul, insa
excesul de nitrati se acumuleazad in plante. Consumati din alimente, nitratii se transforma in
nitriti, substante mult mai toxice decat nitratii, devenind astfel un pericol pentru om.

7.3.1. Determinarea nitratilor

7.3.1.1. Determinarea spectrofotometrica

Aceastd metoda respecta prevederile standardul in vigoare SR ISO 7890 - 3 : 2000
Calitatea apei. Determinarea continutului de azotati. Partea 3 : Metoda spectrometrica cu acid
sulfosalicilic.

Pentru determinare se utilizeaza in laborator echipamentul spectrofotometru WTW
PhotoLab 600 UV-VIS si KIT - urile Spectroquant 1.09713.0001 sau Spectroquant
1.09713.00012 de la producatorul Merck, pentru diferite domenii de masurare, in functie de
gradul de poluare al apei analizate : 0.10 - 5.00 mg /1 sau 1.0 - 25 mg /| (ppm ). Exprimarea
rezultatelor se face in mg / 1 (ppm).

Principiul metodei : lonul azotat are proprietatea de a reactiona cu 2,6 — dimetilfenolul
in prezenta acidului sulfuric si a acidului fosforic formand 4-nitro-2,6-dimetilfenol, care este
determinat fotometric. Durata reactiei este de aproximativ cinci minute. Masurarea
spectrofotometrica a absorbantei produsului de reactie se face la o lungimea de unda de 415 nm.
Aceasta metoda a fost folosita pentru unele probe, dar rezultatele nu au fost luate in calcul
pentru studiu, deoarece s-au considerat mai relevante valorile obtinute pentru acest parametru
prin metoda ioncromatografica.

7.3.1.2. Determinarea colorimetrica folosind trusa rapida Microquant 1.18387.0001

Aceastd metoda se utilizeaza pentru ape cu un continut de nitrati cuprins in domeniul
de masurare intre 5.00 si 90.00 mg/l (ppm) si poate fi aplicatd atat in teren, cat si in laborator.

Principiul metodei: in acid sulfuric concentrat, ionii azotat reactioneazi cu derivatii
acidului benzoic formand compusi de culoare rosie. Concentratia nitratilor este masurata
semicantitativ prin compararea vizuald a culorii solutiei de masurat cu campurile unui
comparator de culori. Exprimarea rezultatelor se face in mg /1 (ppm).
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7.3.1.3. Determinarea colorimetrica folosind trusa rapida Aquaquant 1.11170.0001

Aceastd metoda se utilizeaza pentru ape cu un confinut de nitrati cuprins in domeniul
de masurare Intre 10.00 si 150.00 mg/1 (ppm) si poate fi aplicata atat in teren, cat si in laborator.

Principiul metodei : Ionii nitrat sunt redusi la ioni nitrit, care reactioneaza in solutie
acida cu acidul sulfanilic formand o sare. Aceasta reactioneaza cu un derivat al acidului benzoic
formand compusi de culoare galben - portocalie. Concentratia nitratilor este masurata
semicantitativ prin compararea vizuald a culorii solufiei de masurat cu campurile unui
comparator de culori. Exprimarea rezultatelor se face in mg/ 1 (ppm).

Aceste metode colorimetrice au fost folosite in teren, in scop orientativ asupra
incarcaturii cu nitrati a cursurilor de apa studiate.

7.3.2. Determinarea nitritilor

7.3.2.1. Determinarea spectrofotometrica

Aceastd metoda respecta prevederile standardul in vigoare SR EN 26777 / C 91 : 2006
/ SR ISO 6777 Calitatea apei. Determinarea continutului de nitriti. Metoda prin spectrometrie
de absorbtie moleculara.

Pentru determinare se utilizeaza in laborator echipamentul spectrofotometru WTW
PhotoLab 600 UV-VIS si KIT - uri Spectroquant 1.14776.0001 sau Spectroquant 1.14776.0002
de la producatorul Merck, pentru diferite domenii de masurare, in functie de gradul de poluare
al apei analizate : 0.002 - 0.200 mg /1 sau 0.02 - 1.00 mg / | (ppm). Exprimarea rezultatelor se
face in mg / 1 (ppm).

Principiul metodei : lonul azotit din proba de analizat are proprietatea de a reactiona la
un pH de 1.9, cu reactivul 4 — amino benzen sulfonamida, 1n prezenta acidului ortofosforic,
pentru a forma o sare de diazoniu, ce formeaza un complex de culoare rosie cu N(1-naftil)-
etilen-diamina diclorhidrat (ajutat de reactivul 4 — amino benzen sulfonamida). Se masoara
absorbanta la o lungime de unda de 540 nm.

Aceastd metoda a fost folosita pentru unele probe, dar rezultatele nu au fost luate in
calcul pentru studiu, deoarece s-au considerat mai relevante valorile obtinute pentru acest
parametru prin metoda ioncromatografica.

7.3.2.2. Determinarea colorimetrica folosind trusa rapida Aquaquant 1.14408.0001

Aceastd metoda se utilizeaza pentru ape cu un continut de nitriti cuprins in domeniul de
masurare 0.005 si 0.1 mg/l (ppm).

Principiul metodei : Metoda se bazeaza pe reactia ionului azotit cu acidul sulfanilic
formand acid 4 — diazobenzensulfonic de culoare rosu - violet, In functie de concentratia
anionului azotit. Concentratia nitritilor este masurata semicantitativ prin compararea vizuala a
culorii solutiei de masurat cu campurile unui comparator de culori si poate fi aplicata atat in
teren, cat i in laborator. Exprimarea rezultatelor se face In mg /1 (ppm).
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7.3.2.3. Determinarea colorimetrica folosind trusa rapida Aquamerck 1.08025.0001

Aceastd metoda se utilizeaza pentru ape cu un continut de nitriti cuprins in domeniul de
masurare 0.025 si 0.5 mg/l (ppm) si poate fi aplicatd atat in teren, cat si in laborator.

Principiul metodei : In mediu acid, ionii NO:~ reactioneaza cu acidul sulfanilic pentru
a forma o sare de diazoniu, care in reactie cu N-1-naftil-etilendiamina dihidroclorhidric da o
coloratie rosu - violet. Concentratia nitritilor este mdsuratad semicantitativ prin compararea
vizuala a culorii solutiei de masurat cu cAmpurile unui comparator de culori. Exprimarea
rezultatelor se face in mg / | (ppm).

Aceste metode colorimetrice au fost folosite In teren, in scop orientativ asupra
incércaturii cu nitriti a cursurilor de apa studiate.

7.4. Determinarea anionilor si a cationilor dizolvati prin cromatografie
ionica

Cromatografia este o metodd de separare si analizd a substantelor chimice din
amestecuri, care se bazeaza pe interactiunea diferentiata a doi sau mai multi compusi de separat
(numiti soluti) cu doua faze cromatografice:
- faza stationara (aflatd de regula intr-un tub numit coloana);
- faza mobila (aflatd in miscare, se deplaseaza prin golurile primei faze).

Pentru determinare, in laboratorul in care s-au facut determindrile pentru acest studiu s-
a utilizat echipamentul loncromatograf Metrohm (Fig. 7.5).

Fig. 7.5. Ion cromatograf Metrohm
Fig. 7.5 Metrohm Ion chromatograph

7.4.1. Determinarea cromatografica a anionilor dizolvati in apa

Aceastd metoda respecta prevederile standardul 1n vigoare SR EN ISO 10304 - 1: 2009
Calitatea apei. Determinarea anionilor dizolvati prin cromatografia ionilor in faza lichida.

Partea 1: Determinarea ionilor bromura, clorurad, fluorurd, azotat, azotit, fosfat si
sulfat.
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Pentru determinare se utilizeazd in laborator echipamentul Ioncromatograf. Limita
inferioard de aplicare este 0.05 mg / 1 pentru bromura si azotit, si 0.01 mg / 1 pentru clorura,
fluorura, azotat, ortofosfat si sulfat.

Exprimarea rezultatelor se face in mg /1 (ppm).

Principiul metodei: Proba este pretratatd in scopul indepartérii substantelor solide,
ionilor sulfit si metalici, daca este necesar.

Anionii de interes (bromurd, clorurd, fluorurd, azotat, azotit, ortofosfat i sulfat) sunt separati
prin cromatografie in fazd lichida, prin aplicarea unei rasini schimbatoare de anioni ca faza
stationara si a solutiilor apoase ale sarurilor acizilor mono - si dibazici slabi ca eluenti pentru
elutia izocrata sau in gradient.

Detectia se efectueaza utilizand un detector de conductivitate.

Pentru ANIONII FLUORURYI, valorile determinate au fost cuprinse intre 0.003 mg /1 si
0.079 mg / 1, cu o medie de 0.033 mg/ 1, cu cele mai mici valori inregistrate constant la statiile
de pe cursul paraului Secu. Pe restul cursurilor, au fost fluctuatii de la o luna la alta, in cei doi
ani de studiu, aspecte care se pot vedea in fig. 7.6.
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Fig.7.6 Comparatie fluoruri 2017 — 2018
Fig.7.6.Comparison of fluorides 2017 — 2018
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Pentru ANIONII CLORURI, valorile determinate au fost cuprinse intre 0.42 mg /1 si
3.66 mg /1, cu o medie de 1.136 mg / 1, cu cele mai mari valori Inregistrate constant la statiile
din aval, de pe cursul paraului Caliméanel, in timp ce la statiile din amonte au fost cele mai mici
valori. Pe restul cursurilor, nu au fost fluctuatii semnificative in cei doi ani de studiu, aspecte
care se pot vedea in fig. 7.7.
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Fig.7.7 Comparatie cloruri 2017 - 2018
Fig. 7.7 Comparison of chlorides 2017 - 2018

Pentru ANIONII BROMURI, au fost determinate valori doar in luna august 2017 la
statia Bancu jos - 0.005 mg / 1 si 1n luna octombrie 2018 la statia Secu jos - 0.036 mg /1, la
restul probelor valorile fiind sub limita de detectie a aparatului.

Pentru ANIONII NITRITI, valorile determinate au fost cuprinse intre 0 mg /l(de fapt
sub limita de detectie a aparatului) si 0.08 mg /1, cu o medie de 0.013 mg /1, cu cea mai mare
valoare inregistrata la statia Calimanel jos (in Panaci), in timp ce la statia Calimanel sus (parau)
au fost cele mai mici valori.

Pentru ANIONII NITRATI, valorile determinate au fost cuprinse intre 0.34 mg /1 si
2.98 mg/ 1, cu o medie de 1.52 mg / 1, cu cea mai mare valoare inregistrata la statia Secu sus,
in timp ce la statiile din amonte ale paraului Calimanel au fost cele mai mici valori. (fig.7.8.)
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Fig.7.8 Comparatie nitrati 2017 — 2018
Fig. 7.8 Nitrates comparison 2017 — 2018

Pentru ANIONII SULFATI, valorile determinate au fost cuprinse intre 6.23 mg /1 si
16.23 mg / 1, cu o medie de 9.94 mg / 1, cu cele mai mari valoari inregistrate la statiile din
amonte ale paraului Calimanel, in timp ce la statia Arinu jos au fost cele mai mici valori. Pe
restul cursurilor, nu au fost fluctuatii semnificative in cei doi ani de studiu

7.4.2. Determinarea cromatografici a cationilor dizolvati in apa

Aceasta metoda respecta instructiunile de lucru ale aparatului loncromatograf Metrohm
si este folosita pentru determinarea cationilor : litiu, sodiu, amoniu, potasiu, calciu §i magneziu
din apa. Pentru determinare se utilizeaza in laborator echipamentul loncromatograf Metrohm.
Exprimarea rezultatelor se face in mg / 1 (ppm).

Principiul metodei : Cationii de interes (litiu, sodiu, amoniu, potasiu, calciu si
magneziu) sunt separati prin cromatografie in faza lichida, folosind eluenti specifici.

Pentru CATIONII de AMONIU, au fost determinate valori peste limita de detectie a
aparatului doar 1n 2018, la statiile Arinu jos in lunile iunie - 0.057 mg /1 si iulie - 0.053 mg /1
si la statiile de la paraul Bancu 1n luna iunie : in aval - 0.057 mg /1 si In amonte - 0.049 mg /
1. In restul probelor valorile pentru acesti cationi au fost sub limita de detectie a aparatului.

64



Cercetari asupra incarcaturii parazitare a unor emisari din bazinul Dornelor si corelatiile
saprobiologice

Pentru CATIONII de LITIU, nu au fost inregistrate valori pe parcursul stiudiul la nici
una din probele prelevate din cele 10 statii, toate fiind sub limita de detectie a aparatului.

Pentru CATIONII de SODIU, valorile determinate au fost cuprinse intre 1.27 mg /1 si
4.54 mg /1, cu o medie de 2.35 mg /1, cu cele mai mari valoari inregistrate la statiele din aval
ale paraului Calimanel, in timp ce la statia Arinu sus au fost cele mai mici valori. Pe restul
cursurilor, au fost fluctuatii semnificative in cei doi ani de studiu, aspecte care se pot vedea in
fig.7.9.
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Fig.7.9 Comparatie cationi de sodiu 2017 - 2018
Fig. 7.9 Sodium cations comparison 2017 - 2018
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Pentru CATIONII de POTASIU, valorile determinate au fost cuprinse intre 0 mg /1 (de
fapt sub limita de detectie a aparatului) si 2.37 mg /1, cu o medie de 0.97 mg / 1, cu cele mai
mari valoari inregistrate la statia Calimanel jos (in Panaci), in timp ce la Céliméanel sus (parau)
sus au fost cele mai mici valori. Pe restul cursurilor, au fost fluctuatii semnificative in cei doi
ani de studiu, aspecte care se pot vedea in fig.7.10.
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Fig.7.10. Comparatie cationi de potasiu 2017 - 2018
Fig. 7.10 Comparison of potassium cations 2017 — 2018

Pentru CATIONII de CALCIU, valorile determinate au fost cuprinse intre 2.58 mg /1 si
58.62 mg /1, cu o medie de 23.86 mg / 1, cu cele mai mari valoari Inregistrate la statiile de pa
paraul Secu, in timp ce la Cilimanel sus (parau) sus au fost cele mai mici valori. Pe restul
cursurilor, au fost fluctuatii n cei doi ani de studiu, aspecte care se pot vedea in fig.7.11.
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Fig.7.11. Comparatie cationi de calciu 2017 - 2018
Fig. 7.11. Calcium cations comparison 2017 — 2018

Pentru CATIONII de MAGNEZIU, valorile determinate au fost cuprinse intre 1.53
mg/l si 10.57 mg / 1, cu o medie de 4.7 mg / I, cu cele mai mari valoari inregistrate la statia
Arinu sus, in timp ce la statiile de pa paraul Secu, in mod special cea din amonte, au fost cele
mai mici valori. Pe restul cursurilor, au fost fluctuatii in cei doi ani de studiu, aspecte care se
pot vedea in fig.7.12.
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Fig.7.12. Comparatie cationi de magneziu 2017 - 2018
Fig. 7.12. Magnesium cations comparison 2017 — 2018
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Concluzii partiale

Principala concluzie a studiului este faptul cd emisarii urmadriti au proprietati fizico-
chimice care se apropie de standardele impuse pentru apele minerale naturale, resursa geologica
principald pentru bazinul Dornelor, descoperita si utilizata de peste 300 de ani. Activitatea
antropicd reprezentatd In principal de cresterea animalelor, in mare parte in sistem extensiv
(ecologic) pare a nu avea un efect negativ asupra calitatii cursurilor de apa din zond. Anumiti
parametri au avut o evolutie in functie de sezon, de debit, de fenomene meteorologice extreme
(ploi torentiale cu cantitati semnificative de apd), de locul de prelevare, adica in amonte sau in
aval comunitatilor umane si nu in ultimul rand de structura geologicéd a masivelor muntoase din
care izvorasc paraielor luate in studiu. Ca si concluzii specifice pe fiecare indicator urmarit, se
pot extrage urmatoarele:
- temperatura apei a variat in functie de sezon si locul prelevarii
- valorile pH-ul sunt in usor alcaline, peste 7.00, cu o singurd exceptie (Calimanel jos,
septembrie 2017) pe care o consideram o posibild contaminare accidentald. Variatiile acestui
parametru sunt corelate cu substratul geologic, dar si cu activitatile economice diferite. Astfel,
valorile cele mai mici ale pH-ului sunt inregistrate la statiile de pe paraul Calimanel, unde
activitatile antropice sunt mai intense.
- substantele organice sunt un indicator strans legat de Incarcatura microbiologica si este direct
influentat de ploile torentiale de vara, care spald materiile organice de pe versanti. Deasemenea
si 0 activitate economica mai intensa din aval determind o crestere a valorilor pentru acest
parametru. Valorile cele mai mari au fost obtinute la probe prelevate din ambele statii de pe
paraul Arinu dupa o furtuna puternica.
- oxigenul dizolvat este direct influentat de viteza de curgere a apei si de activitatea
microorganismelor din apa, dar toate sursele urmadrite, fiind ape repezi de munte, au valori
crescute la acest parametru, cu observatia cd daterminarea a fost facutd in maxim o orad de la
prelevare. Valorile cele mai mari au fost obtinute la probe prelevate din statia Caliméanel jos, se
datoreaza vitezei de curgere a apei foarte mare
- conductivitatea, bicarbonicul si duritatea sunt parametri strans legati de structura geo -
morfologica specifica locului de izvorare a fiecarui parau, fiind indicatori ai mineralizarii totale
a apei, cu valorile cele mai mici la paraul Caliméanel, care are mineralizarea cea mai scazuta si
cele mai mari la pararul Secu, mineralizare, sustinuta si de continutul cel mai ridicat de calciu.
- continutul de anioni (floruri, bromuri, cloruri, sulfati, fosfati, nitrati, nitriti) este foarte scazut,
valorile obtinute Incadrandu-se in normele impuse pentru apele minerale naturale.
-la nitriti, valaorea maxim admisa este 0,1 mg/ L, iar valorea maxima cititd pe ioncromatograf
a fost 0.08 mg / L, iulie 2017 in proba prelevatd de la statia Calimanel jos (in Panaci). Pentru
nitrati, valaorea maxim admisa este 50 mg / L, iar valorea maxima cititd pe ioncromatograf a
fost 2.98 mg / L, mai 2017 in proba prelevata de la statia Secu sus.
- cationii (amoniu, litiu, sodiu, potasiu, magneziu, calciu)-este in limitele normale.
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CAPITOLUL 8. MONITORIZAREA UNOR PARAMETRI
MICROBIOLOGICI AI APEI SI A BIOMASEI ALGALE

CHAPTER 8. MONITORING OF SOME MICROBIOLOGICAL
PARAMETERS OF WATER AND ALGAE BIOMASS

Un obiectiv important al tezei il reprezinta monitorizarea unor parametri microbiologici
ai apei si urmarirea biomasei algale, in corelatie cu sursele de poluare, pentru emisarii cercetati.
Indicatorii microbiologici urmariti au fost: numarul total de germeni, Escherichia coli si
bacteriile coliforme, enterococii (streptococii) intestinali, Pseudomonas aeruginosa si sporii
bacteriilor sulfito-reducatoare (genul Clostridium).

8.1. Monitorizarea unor parametrii microbiologici ai apei

8.1.1. Determinarea numarului total de germeni (NTG)

Numarul total de germeni este format dintr-un grup larg de microorganisme, provenite
din diverse surse (sol, vegetatie), iar estimarea numarului total ofera informatii utile pentru
evaluarea si supravegherea calitatii apei.

Un prim indicator este reprezentat de microorganismele mezofile, care se dezvolta la
37°C, iar cu cat numdrul lor este mai mare, cu atat se presupune cd pot include si
microorganisme patogene.

Cele mai multe microorganisme din apa sunt cele psihrofile, care cresc la temperaturi
cuprinse intre 10 si 25°C.

Conform studiilor de specialitate, raportul dintre cele doua grupe de bacterii este de 3 :
1, in favoarea florei psihrofile. Micsorarea acestui raport sau inversarea in favoarea florei
mezofile, este un indicator al nivelului de poluare al apei, precum §i un semnal de alarma
referitor la posibila prezenta a unor bacterii patogene (Manescu, 1989). Metoda folositd 1n
laborator respectd prevederile standardului in vigoare, SR EN ISO 6222 / 2004 Calitatea apei.
Numararea microorganismelor de culturd. Numararea coloniilor prin insdmantare in mediu de
culturd agar.

Procedura de lucru cuprinde mai multi pasi, dupa cum urmeaza :

1. insamantare

2. Incubare si examinare :

- Se intorc placile si se incubeaza la 37°C timp de 24 h si la 22°C timp de 72h

- Se examineaza placile imediat ce sunt scoase din incubatoare. Se elimina placile cu
colonii convergente

3. Numadrarea coloniilor
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- Pentru fiecare temperatura si pentru fiecare proba, se selecteaza placile care contin intre
10 si 300 de colonii

4. Exprimarea rezultatelor:

- Se exprima rezultatele obtinute in UFC per ml de apa, pentru fiecare temperatura de incubare
- Daca nici o colonie nu este prezenta in placa, se exprima rezultatul ca si "Mai putin de 1 CFU
per 1 ml probd" sau in funtie de dilutia pe care s-a facut citirea.
- Daca sunt mai mult de 300 de colonii in placi, se exprima : "mai mare de 300 CFU per 1 ml
proba" sau in funtie de dilutia pe care s-a facut citirea.

Medii de culturd: Agar cu extract de drojdie:
- Incubator 22°C
- Incubator 37°C
- Baie de apa 45°C
- Autoclava
- Termometre
- pH-metru
- Numarator de colonii

Materiale necesare :
- Placi Petri sterile cu diametru de 90-100 mm
- Pipete sterile
- Mediu de cultura

Determinarea numarului total de germeni (NTG) la 22 grade C

Modul de lucru este cel descris anterior, specific fiind doar faptul ca placile sunt
incubate pentru 72 de ore la temperatura de 22 grade C.

Pentru numarul total de germeni la 22 grade C, valorile citite s-au incadrat intre 240
UFC/ ml si 82.000 UFC / ml, lucrandu-se cu dilutii de pAna 10 pentru o mai bund acuratete a
rezultatelor.

Analizand toate rezultatele pentru acest parametru, se observa ca cele mai mici valori
au fost obtinite la probele prelevate din statiile din amonte ale paraului Caliméanel, unde constant
rezultatele au fost mult mai mici decat la toate celelalte probe. Valorile cele mai mari au fost
citite la probele prelevate de la statiile de pe Secu si Arinu, toate aceste aspecte fiind mult mai
evidente in fig. 8.1.
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Fig.8.1. Evolutia numarului total de germeni la 22° C, 2017 - 2018
Fig.8.1. Evolution of the total number of germs at 22° C, 2017 - 2018

8.1.2. Determinarea numarului total de germeni (NTG) la 37 grade C

Modul de lucru este acelasi, specific fiind doar faptul ca placile sunt incubate pentru 24
de ore la temperatura de 37 grade C.

Pentru numarul total de germeni la 37 grade C, valorile citite s-au incadrat intre <100
UFC/ ml i 4.300 UFC / ml, lucrandu-se cu dilutii de pAna 10, tot pentru o mai buna acuratete
a rezultatelor.

Analizand toate rezultatele pentru acest parametru, se observa ca cele mai mici valori
au fost obtinite deasemenea la probele prelevate din statiile din amonte ale paraului Calimanel,
unde constant rezultatele au fost foarte mici comparativ cu toate celelalte probe. La probele
prelevate de la restul statiilor rezultatele au fluctuat de la o luna la alta, dar se observa valori
mai mici la statiile din amonte fata de cele din aval.

Toate aceste aspectele sunt clar evidentiate in fig.8.2.
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Fig.8.2. Evolutia numarului total de germeni la 37° C, 2017 — 2018
Fig.8.2. Evolution of the total number of germs at 37° C, 2017 - 2018

8.2. Determinarea bacteriilor coliforme si izolarea speciei Escherichia coli

Bacteriile coliforme sunt bacilli Gram -, oxidaza -, catalaza +, nesporulati, care apartin
familiei Enterobacteriaceae, incluzand genurile Escherichia, Citrobacter, Enterobacter,
Hafnia, Klebsiella. Fermenteaza rapid lactoza cu producere de acid si gaz, la 36 = 2°C (Zarnea,
2011). Au habitatul obignuit in partea posterioara a tubului digestiv al omului si animalelor, dar
pot tréi si se pot multiplica si in mediul extern, motiv pentru care sunt considerate un indicator
igienic pentru poluarea cu microorganisme cu origine fecala.

Escherichia coli se diferentiaza de restul bacteriilor din grupul coliformelor prin
producerea de indol din triptofan, in 21 £ 3 ore, la 44 = 0.5°C, de unde se foloseste si termenul
de termotolerant, iar identificarea acestui germen indica indiscutabil poluarea fecald (Manescu,
1989). Metoda folosita in laborator respecta prevederile standardului in vigoare, SR EN ISO
9308-1/ 2015Calitatea apei. Numararea Escherichia coli si a bacteriilor coliforme. Partea 1 :
Metoda filtrarii prin membrana.

Numarul total de bacterii coliforme este reprezentat de suma coloniilor care au
confirmat ca si bacterii coliforme, plus coloniile confirmate ca si Escherichia coli. Rezultate se
exprima ca si numar de Escherichia coli si/ sau bacterii coliforme prezente in 50, 100 sau 250
ml de proba, in functie de volumul de apa filtrat.

Procedura de lucru cuprinde mai multi pasi, dupd cum urmeaza:
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1. Filtrare

2. Incubare la 37°C timp de 24 h si diferentiere
Nota: Extinderea timpului de incubare la 44+ 4H poate fi utild in special pentru placile care nu
prezinta colonii tipice dupa 21H £3 H
- Se examineaza membranele si se considera ca si colonii beta-D-galactozidaza pozitive toate
coloniile de la roz pana la rosu, iar ca si colonii beta-D-galactozidaza pozitive + beta-D-
glucuronidaza pozitive cele de la albastru inchis pana la violet.
- Pentru testele de indol, (fig. 8.4) fermentarea lactozei si oxidaza, se selecteaza de preferinta
toate coloniile tipice obtinute sau un numar reprezentativ (cel putin 10). Se fac subculture pe
agar neselectiv (pentru testul oxidazei), pe mediu cu tergitol (pentru fermentarea lactozei) si
intr-un bulion triptofan (pentru detectarea E. coli).
a) Testul oxidazei
- Se incubeaza agarul neselectiv la 37° C timp de 21 H+ 2 H.
- Pe o hartie de filtru se pun 2-3 picaturi de reactiv pentru oxidaza
-Cu o bagheta de sticld, lemn, ansa de plastic sau platina se recolteaza cate o colonie si se
etaleaza pe hartia de filtru
- In prezenta oxidazei, o culoare albastru-purpuriu apare imediat (30 secunde).
b) Fermentarea lactozei (fig.8.3.)
- Se incubeazdplaca cu agar TTC tergitol la 37° C timp de 21 H=+ 2 H.
- O reactie pozitva este atunci cand apare decolorarea mediul din verde in galben. cum se
poate observa in fig. 8.3.

Fig. 8.3 Confirmarea bacteriilor coliforme Fig. 8.4 Confirmarea E. coli prin testul
prin fermentarea lactozei indolului

Fig. 8.3 Confirmation of coliform bacteria Fig. 8.4 Confirmation of E. coli by indole
by fermentation of lactose test

3. Numararea coloniilor
- Toate coloniile care au o reactie negativa la oxidaza si pozitivd la lactozd= bacterii
coliforme.
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- Toate coloniile care au o reactie negativa la oxidaza si pozitiva la lactoza si indol = E.
coli.

4. Exprimarea rezultatelor:
- Folosind numaaul de colonii caracteristice enumerate pe membrane si luad in considerare
rezultatele testelor de confirmare care au fost efectuate, se calculeaza numarul de E. coli si
bacterii coliforme prezente in cantitatea de proba Insdmantata.

In cadrul laboratorului, toate probele prelevate in timpul studiului au fost lucrate
observandu-se pregatirea placilor pentru determindrile microbiologice prin filtrarea prin
membrana (bacteriilor coliforme si E. coli, enterococi fecali si Pseudomonas aeruginosa).
(fig.8.5).

Fig.8.5. Pregatirea placilor pentru Insdmantarea prin metoda filtrarii cu membrana
Fig. 8.5 Preparation of plates for seeding by the membrane filtration method

Pentru parametrul bacterii coliformre, valorile citite s-au incadrat intre <1 UFC/50 ml
si 1650 UFC /50 ml. Analizand toate rezultatele pentru acest parametru, se observa ca cele mai
mici valori au fost obtinite deasemenea la probele prelevate din statiile din amonte ale paraului
Cilimanel, unde constant rezultatele au fost foarte mici comparativ cu toate celelalte probe. La
probele prelevate de la restul statiilor rezultatele au fluctuat de la o Iuna la alta, dar se observa
valori mai mici la statiile din amonte fatd de cele din aval. Toate aceste aspectele sunt
evidentiate in fig.8.6.
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Fig.8.6. Evolutia bacteriilor coliforme, 2017 — 2018
Fig. 8.6 Evolution of coliform bacteria, 2017 — 2018

Pentru Escherichia coli, valorile citite s-au incadrat Intre <1 UFC/ 50 ml si 1000 UFC
/50 ml. Analizand toate rezultatele pentru acest parametru, se observa ca cele mai mici valori

au fost obtinute deasemenea la probele prelevate din statiile din amonte ale paraului Calimanel,
unde constant rezultatele au fost foarte mici comparativ cu toate celelalte probe. La probele
prelevate de la restul statiilor rezultatele au fluctuat de la o luna la alta, dar se observa valori
mai mici la statiile din amonte fatd de cele din aval. Toate aceste aspectele sunt evidentiate in

fig. 8.7.
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Fig. 8.7. Evolutia Escherichia coli, 2017 — 2018
Fig. 8.7 Evolution of Escherichia coli, 2017 — 2018

Suplimentar s-au realizat si teste de identificarea speciilor folosind KIT - uri Biomerieux,
denumite comercial AP/ E pentru grupa coliformilor, care au ca principiu de determinare, un
complex de teste biochimice.

Acceste teste au confirmat rezultatele microbiologice de prezentd a bacteriei
Escherichia coli Tn mai multe probe,de exemplu in proba 2 - Secu sus prelevata in 05 octombrie
2018, dupa cum se poate observa in fig.8.8.

Fig.8.8. Confirmarea E. coli prin testul API. E
Fig. 8.8. Confirmation of E. coli by APL E test
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Prin aceleasi teste au fost identificate mai multe specii din familia coliformilor, precum
Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii, Enterobacter amnigenus, Klebsiella
pneumoniee, Escherichia vulgaris.

8.3. Determinarea Enterococilor (Streptococilor) intestinali

Enterococii (streptococii) sunt bacterii Gram +, nesporulate, catalaza -, peroxidaza -,
sub forma de coci relativ mici (diametru <2 p), grupati sub forma de lanturi, care fac parte din
familia Streptococcaceae. Se dezvolta pe medii care contin sodium azida (inhiba dezvoltarea
bacteriilor gram -), reduc clorhidratul de 2,3,5 trifeniltetrazolium la formazan, hidrolizeaza
esculina in mediu, la 44 + 0.5°C. Au ca si habitat obisnuit tubul digestiv al omului si pasarilor
si reprezintd factori de contaminare fecald (indicator igienico-sanitar); In general sunt
considerati nepatogeni, dar uneori sunt incriminati in declansarea unor toxiinfectii alimentare.

Metoda folosita 1n laborator respecta prevederile standardului in vigoare, SR EN ISO
7899-2/2002.
Rezultatele se exprima ca si numar de Enterococi intestinali prezenti in 50, 100 sau 250
ml de probd, in functie de volumul de apa folosit la filtrare.
Procedura de lucru cuprinde mai multi pasi, dupd cum urmeaza:
1. Filtrare si incubare:
- Se filtreaza cantitatea stabilitd de apa
- Se aseaza membrana pe mediul de culturd agar Slanetz & Bartley, fard a ramane aer intre
membrana si mediu.
- Se incubeazila 37°C timp de 48 h
2. Confirmarea si numararea coloniilor:
- Dupa incubare se considerica si caracteristice coloniile crescute, de culoare rosie, maro sau
roz, fie in centrul coloniei cét si lateral.
Daca exista colonii tipice, cu o penseta sterila, se transfera membrane cu coloniile, intr-
o placa cu mediu bile-aesculine-azide agar; placa trebuie sa fie preincalzita la 44 gr C.
-Se incubeaza la 44°C timp de 2 h
-Se citesc imediat : coloniile tipice care Tnnegresc mediul de sub membrana sau doar prezinta o
tenta neagra de jur imprejur in mediu se considera enterococi intestinali.
3. Exprimarea rezultatelor:
- Folosind numarul de colonii caracteristice numarate pe membrane si ludnd in considerare
rezultatele testelor de confirmare care au fost efectuate, se calculeaza numarul de enterococi
intestinali prezenti in cantitatea de de proba filtrata
Echipamente necesare:
- Autoclava
- Echipament pentru filtrarea prin membrana
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- Membrane filtrante sterile, diametru 47-50 mm, cu caracteristici de filtrare echivalente unui
diametrul al porilor de 0,45 pm.
- Incubator 37°C, - Incubator 44°C, - Baie de apa 45°C, - pH-metru, - Termometre

Pentru enterococii intestinali, valorile citite s-au ncadrat intre <1 UFC/ 50 ml si 650
UFC /50 ml.

Analizand toate rezultatele pentru acest parametru, se observa ca cele mai mici valori
au fost obtinite deasemenea la probele prelevate din statiile din amonte ale paraului Calimanel,
unde constant rezultatele au fost foarte mici comparativ cu toate celelalte probe. La probele
prelevate de la restul statiilor rezultatele au fluctuat de la o luna la alta, dar se observa valori
mai mici la statiile din amonte fatd de cele din aval. Toate aceste aspectele sunt clar evidentiate
in fig.8.9.
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Fig.8.9. Evolutia enterococilor intestinali, 2017 - 2018
Fig. 8.9 Evolution of intestinal enterococci, 2017 - 2018

8.4. Determinarea speciei Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, cunoscut sub denumirea de bacilul piocianic, este o bacterie
Gram -, oxidaza +, catalaza +, nesporulate, bacil cu lungime de 0.5-4 p, mobil datorita cililor.
Este o bacterie de putrefactie, cu habitatul obisnuit 1n sol, apa dulce statatoare, apa de canal, dar
este frecvent izolatd de pe mucoase, piele si tubul digestiv al omului si animalelor sdnatoase.
Poate provoca infectii purulente la om si animale. Se dezvoltd pe medii de cultura simple ce
contin cetrimid si produc piocianina, coloniile avand un miros placut, aromat, de amino-
acetofenona (miros de tei).
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Metoda folosita in laborator respecta prevederile standardului in vigoare SR EN 16266
/ 2008 Calitatea apei. Detectarea si numararea Pseudomonas aeruginosa. Metoda prin filtrare
pe membrana.

Se considera ca si Pseudomonas aeruginosa, suma coloniilor caracteristice crescute pe
membrana dupa incubare, adicd cele producatoare de piocianind, plus toate coloniile
confirmate. Rezultate se exprima ca si numar de Pseudomonas aeruginosa prezente in 50, 100
sau 250 ml de proba, in functie de volumul de apa folosit la filtrare.

Procedura de lucru cuprinde mai multi pasi, dupa cum urmeaza :

1. Filtrare si incubare
- Se filtreaza cantitatea stabilita de apa
- Se aseazd membrana pe mediul de cultura CN agar, faraa raimane aer intre membrana si mediu.
- Se incubeaza la 37°C timp de 48 h

2.Examinarea membranelor
- Se examineaza membranele dupa 48 ore
- Toate coloniile de culoare albastra/verde (datoritd prezentei piocianinei) sunt considerate ca si
Pseudomonas aeruginosa, fara confirmare
- Se examineaza sub radiatie UV membranele care au crescute la suprafata colonii albe, gilbui,
maro-roscate (se evitd expunerea de lungd duratd pentru a evita distrugerea coloniilor care
urmeaza sa fie subcultivate pe medii de confirmare)
- Coloniile non-piocianinice fluorescente sunt presumtive de Pseudomonasaeruginosa si
trebuie confirmate folosind testul oxidazeisi bulion acetamida
- Toate celelalte colonii maro-roscate care nu prezintd fluorescentd sunt presuntive
Pseudomonas aeruginosa si trebuie confirmate folosind testul oxidazei, mediul King si bulion
acetamida.
- Citirea la 22+/- 2 H este de folos in cazul concresterii si unirii coloniilor care poate aparea
dupa 44+/- 4 H. Se ia in calcul numarul cel mai mare de colonii Pseudomonas aeruginosa.

3. Confirmare

a)Testul oxidazei
b)Bulionul acetamida
¢)Mediu King

Se urmareste aparitia fluorescentei pe traseul ansei, care indica prezenta Pseudomonas

aeruginosa.

4. Numararea
-Se numara ca si Pseudomonas aeruginosa toate coloniile care produc piocianima (pigment
albastru/verde) sau care sunt oxidaza pozitive, fluorescente sub lumind UV, produc amoniac
din acetamida si produc fluorescentd in mediul King.

5. Exprimarea rezultatelor
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- Folosind numarul de colonii caracteristice enumerate pe membrane si luadd In considerare
rezultatele testelor de confirmare care au fost efectuate, se calculeazd numarul de colonii
dePseudomonas aeruginosa prezente in cantitatea de proba filtrata.

Pentru enterococii intestinali, valorile citite s-au incadrat intre <I UFC/ 50 ml si 48
UFC /50 ml. Analizand toate rezultatele pentru acest parametru, se observa absenta acestei
bacterii latoate probele prelevate de la statiile Calimanel sus (parau) si Secu sus, in cei doi ani
de studiu. Si la restul statiilor din amonte au fost putine probe pozitive cu valori mic. La probele
prelevate de la statiile din aval rezultatele au fluctuat de la o luna la alta. Toate aceste aspectele
sunt clar evidentiate n fig.8.10.
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Fig.8.10. Evolutia Pseudmononas aeruginosa, 2017 — 2018
Fig. 8.10 Evolution of Pseudmononas aeruginosa, 2017 — 2018

Suplimentar s-au realizat si teste de identificarea speciilor folosind KIT - wuri
Biomerieux, denumite comercial AP/ NE, care au ca principiu de determinare, un complex de
teste biochimice. Prin aceste teste s-au identificat mai multe specii ale genului Pseudomonas:
P. aeruginosa, P. flourescens, P. luteorla, P. stutzeri.

8.5. Determinarea sporilor de bacterii anaerobe sulfito-reducatoare
(Clostridium)

Clostridiile sunt bacterii sub forma de bastonase, din familia Bacillaceae, anaerobe,
Gram +, sulfito -reducatoare, mobile, sporulate. Sporii supravietuiesc in sol o perioada lunga
de timp, fiind mult mai rezistenti decat formele vegetative si formeaza al treilea grup de bacterii

cu rol de indicator al poluarii fecale, alaturi de coliformii fecali si streptococii fecali (Manescu,
1989).
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Metoda folosita in laborator respecta prevederile standardului in vigoare SR EN 26461
— 2/ 2001 Calitatea apei. Detectarea si numdrarea sporilor de bacterii anaerobe sulfito-
reducatoare (Clostridium). Partea 2 : Metoda prin filtrare pe membrana.
Principiul metodei : Selectarea sporilor din proba se face prin incalzirea acesteia pe baia
de apa la 75°C timp de 15 minute din momentul 1n care este atinsa temperatura, cu scopul de a
distruge formele vegetative. Dupa racirea probei, se filtreaza un volum stabilit de 50 ml de apa,
printr-o membrana filtranta cu diametrul porilor de 0.22 pm, urmand incubarea in conditii de
anaerobioza la 36 + 2°C timp de 44 + 4 ore pe un mediu de cultura selectiv, sulfit fier agar.
Se considera ca si spori ai bacteriilor sulfito-reducatoare (Clostridium) toate coloniile
negre crescute intre mediu si membrana dupa incubare.
Procedura de lucru cuprinde mai multi pasi, dupd cum urmeaza:
1.Selectia sporilor
- proba se incdlzeste in baia de apa la 60°C timp de 15 min. din momentul in care este atinsa
temperatura. Paralel, intr-un flacon cu apd se mentine un termometru pentru supravegherea
constanta a temperaturii.
2.Filtrare si incubare
- Se filtreaza cantitatea stabilit de proba, ancalzita si racita (50 ml).
- Se ageaza membrana pe mediul de cultura sulfit fier agar, firada ramane aer intre membrana
si mediu.
- Se incubeazidla 44 ° C timp de 21 + 3 ore, in conditii de anaerobioza.
3. Confirmare
- Se confirma toate coloniile crescute pe membrana: negre sau de la gri pand la galben maronii,
chiar ss cele de culoare pala.
- Coloniile crescute pe membrand se paseaza pe un mediu de Imbogétire (agar cu sange, agar
columbia sau triptond-soia-agar si se incubeaza la 44 °© C timp de 21 + 3 ore in conditii de
anaerobioza.
-Coloniile crescute pe mediu de Tmbogatire sunt etalate pe o hartie de filtru si se pun 2-3 picaturi
de acid fosfataza. O culoare visinie dezvoltata in 3-4 minute este considerata reactie pozitiva.

4. Interpretare si exprimarea rezultatelor
- Se considera Clostridium perfringens toate coloniile negre sau gri pana la galben maronii,
chiar si palide, care au dat reactie pozitiva la acid fosfatazd. Pentru acest parametru, valorile
citite s-au incadrat intre <1 UFC/ 50 ml si 25 UFC /50 ml.

Analizand toate rezultatele pentru acest parametru, se observa absenta acestor bacterii
la majoritatea probele prelevate de la statiile din amonte ale paraului Calimanel, fiind o sigura
proba pozitiva, in iulie 2018. La probele prelevate de la restul statiilor rezultatele au fluctuat de
la o luna la alta, dar se observa valori mai mici la statiile din amonte fata de cele din aval. Toate
aceste aspectele sunt clar evidentiate in fig.8.11.
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Fig.8.11 Evolutia Incdrcaturii cu spori al unor bacterii anaerobe sulfito-reducatoare, 2017-
2018
Fig. 8.11 Evolution of the spore load of some anaerobic sulfite-reducing bacteria, 2017-
2018

8.6. Urmairirea evolutiei biomasei algale in corelatie cu sursele de poluare

Algele formeaza un grup de organisme cu importantd practicd in lanturile trofice
acvatice, fiind sursa considerabild de substanta proteica (Schiopu, 2008).

Cea mai importantad functie a algelor este fenomenul de fotosinteza, contribuind la
oxigenarea mediului acvatic si totodatd reprezintd o sursa de materie organica in lantul trofic al
organismelor care traiesc in apa (Peterfi, 1975).

Clorofila a este pigmentul fotosintetic esential al algelor verzi. Continutul de clorofila
a al apelor de suprafatd este un indicator al starii lor trofice. Determinarea sa furnizeaza
informatii asupra biomasei si activitatii fotosintetice al algelor. Cei mai importanti metaboliti
ai clorofilei sunt feopigmentii : feofitina si feoforbida, iar raportul clorofila a / feopigmenti este
un indicator al starii fiziologice al algelor. Continutul de alge in apa difera de la sezon la sezon.
Primavara primele alge care apar sunt diatomeele, iar apoi incep sa se dezvoltecloroficeele.
Cianobacterrile si cloroficeele se succed, avind momente maxime de dezvoltare diferite. In
momentele de maxima dezvoltare a cianoficeelor, toate celelalte grupe de alge sunt inhibate,
singurele care rezinta fiind diatemeele.

Valoarea nutritiva a cloroficeelor este mare, dar datoritd volumului celular redes, sunt
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depasite in biomasa de cianoficee, care au volum celular mare, dar valoare troficd scazuta, in
timp ce diatomeele au o valoare nutritivd medie. Masa algala are o prima etapa de dezvoltare in
iunie - iulie si o a doua in septembrie - octombrie. Transparenta apei si natura compusilor
chimici dizolvati in apa influenteza dezvoltarea diferitelor grupe de alge pe parcursul anului.

Metoda folosita in laborator respecta prevederile standardului in vigoare SR ISO 10260
/ 1996 Calitatea apei. Masurarea parametrilor biochimici. Determinarea spectrometrica a
continutului de clorofila a. Pentru toate grupele de alge din apa, rezultatele se exprima in pg
clorofilaa/L.

in laborator s-a folosit Spectrometrul BBE Moldaenke AlgacLabAnalyser, care
permite masurarea absorbtiei in domeniul vizibil, folosind LED-uri cu diferite lungimi de unda,
asa cum se poate observa in fig.8.12.

Fig.8.12. Determinare alge folosind echipamentul BBE ALA
Fig. 8.12 Algae determination using the BBE ALA equipment

8.6.1. Determinarea algelor verzi

Algele verzi sunt incadrate in clasa Chlorophyceae si sunt organisme unicelulare sau
pluricelulare, cu taluri foarte variate, colorate in verde viu; pot fi microscopice, de la 10 - 30
microni, dar si macrofile, ajungand pana 3 m lungime; contin clorifila a, insotitd totdeauna de
clorofila b (Peterfi, 1979).

In laborator, folosind spectrometrul BBE, algele verzi sunt citite de LED -urile cu 470
nm lungime de unda, iar rezultatele obtinute se incadreaza intre 0 si 2.35 pg/l, cu o medie 0.23
ng/l.

Valorile maxime inregistrate sunt la probele prelevate pe 17 iulie 2018, de la statiile de
pe paraul Arinu, dupa o ploaie abundentd, valori coroborate cu cresteri exagerate ale
substantelor organice, valori ridicate ale incarcéturii microbiene, dar si cu valori crescute ale
algelor albastre-vezi si diatomee. Toate rezultatele sunt centralizate in fig.8.13.
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Fig.8.13. Comparatie alge verzi, 2017-2018
Fig. 8.13 Green algae comparison, 2017-2018

8.6.2. Determinarea algelor diatomee

Grupul algelor ditomee sunt incadrate in clasa Bacillariophyceae si in clasa
Dinophyceae. Diatomeele din clasa Bacillariophyceae sunt alge unicelulare cunoscute sub
denumirea de diatomee, cu diametrul de 2 - 400 pm, care au caracteristic prezenta la exterior a
unui schelet silicios numit frustuld; contin clorofila a, clorofild ¢, B caroten, fucoxantina,
diatoxantind, diadinoxantind, neofucoxantina A si B (Peterfi, 1981).

Diatomeele din clasa Dinophyceae sunt alge unicelulare, denumite ca dinoflagelate;
contin clorofila a, clorofild ¢, B caroten si xantofile specifice:peridinind, neoperidining,
dinixantind, diadinoxantind (Peterfi, 1981).

In laborator, folosind spectrometrul BBE, diatomeele sunt citite de LED -urile cu 525
nm lungime de unda, iar rezultatele obtinute se incadreaza intre 0 si 2.71 pg/l, cu o medie de
0.72 pg/l. Se observa valori ugor mai mici la probele prelevate de la statiile din amonte, dar de
observa fluctuatii intre luni (fig.8.14).
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Fig.8.14. Comparatie diatomee, 2017-2018
Fig. 8.14 Diatomee Comparison, 2017-2018

8.6.3. Determinarea algelor criptofite
Algele criptifite fac parte din increngitura Cryptophyta, grup destul de restrans de

organisme flagelate, care contin clorofilda, clorofilac,a si B caroten, xantofile, ficoeritrina si
ficocianica si au amidonul ca principal produs in urma fotosintezei (Peterfi, 1981).

In laborator, folosind spectrometrul BBE, criptofitele sunt citite de LED - urile cu 570

nm lungime de unda, iar rezultatele obtinute se incadreaza intre 0 si 0.58 pg/l, cu o medie 0.24
ng/l.

Valorile maxime au fost inregistate la probele prelevate de la statiile de pe paraurile

Secu sus si Arinu sus. Pentru restul statiilor de prelevare rezultatele fluctueaza semnificativ de
la o luna la alta, aspecte care se pot observa 1n fig.8.15.
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Fig.8.15. Comparatie criptofite, 2017-2018
Fig. 8.15 Cryptocurrency Comparison, 2017-2018

8.6.4. Determinarea algelor albastre - verzi

Algele algele albastre - verzi fac parte din grupa Cyanophyceae, organisme unicelulare
sau pluricelulare, care prezintd clorofila a, ficocianind, ficoeritrind, carotenoizi si
alloficocianind, ceea ce le aseazd in categoria algelor, dar lipsa unui nucleu adevarat, a
plastidelor si a reproducerii sexuate, le inrudeste cu bacteriile., (Peterfi, 1981)

In laborator, folosind aparatul BBE, algele albastre - verzi sunt citite de LED - urile cu
610 nmlungime de unda, iar rezultatele obtinute se incadreaza intre 0 si 2.49 pg/l, cu o medie
de 0.14 pg/l.

Valorile maxime au fost Inregistrate la probele prelevate de la statiile Arinu, iar la
probele prelevate de la statiile din amonte ale paraului rezultatele au fost negative excepttnd
luna octmbrie 2017. Toate rezultatele sunt centralizate in fig.8.16.
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Fig.8.16. Comparatie alge albastre - verzi, 2017-2018
Fig. 8.16 Blue-green algae comparison, 2017-2018

8.6.5. Determinarea concentratiei algale totala

Prin Tnsumarea valorilor obtinute la alge verzi, diatomee, criptofite si alge albastre -
verzi se obtine concentratia totald algald. Concentratiile algale totale se Incadreza intre 0.03 pg/l
si 7.57 pg/l, iar media este de 1.35 pg/l, iar dinamica acestor rezultate este redata in fig.8.17.
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Fig.8.17. Comparatie conentratie algla totala, 2017-2018
Fig. 8.17. Total algae concentration comparison, 2017-2018
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8.6.6 . Determinarea substantei galbene

Alaturi de incarcatura algald, se determina si"substanta galbend", care reprezintd
substante organice din apa, de alta provenienta decat din alge, fiind un indicator al incarcaturi
organice din apa. Rezultatele se exprima in unitati relative, nu in masa / volum.

In laborator, folosind spectrometrul BBE, substanta galbena este cititd de LED - urile
cu 370 nm lungime de unda.Valorile maxime inregistrate sunt coroborate cu valorile foarte
ridicate de la substantele organice din probele prelevate pe 17 iulie 2018, de la statiile de pe
paraul Arinu, dupa o ploaie abundentd. Restul valorilor prezintd omogenitate finnd fluctuatii
mici intre luni si statii de prelevare. Aceste aspecte se pot observa in fig. 8.18.
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Fig.8.18. Comparatie concentratie substanta galbena, 2017-2018
Fig. 8.18 Yellow matter concentration comparison, 2017-2018

Concluzii partiale

1. Apele de suprafatd au o Incaciturd microbiand semnificativa care se multiplica
exponential de la izvor spre colector.

2. Parametrii microbiologici sunt influentati puternic de materiile fecale provenite atat
de la animale (salbatice si domestice), precum si de la gospodariile populatiei, neracordate la
un sistem centralizat de canalizare, folosindu-se de fose septice, in multe cazuri improprii.
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Incarcatura microbiand mare se datoreazi si sistemului extensiv (ecologic) de crestere a
animalelor, care au acces liber la paraie si izvoare. La cele deja mentionate se mai adauga si
exploatarile forestiere care, in majoritatea cazurilor afecteazd cursul apelor prin trecere cu
utilaje grele si material lemnos prin cursurile de apa.

Analizand rezultatele pentru toti parametrii studiati, concluziile specifice sunt
urmdtoarele:
- toti indicatorii microbiologici au prezentat variatii semnificative intre statiile de prelevare de
pe cursul aceluiasi parau, astfel in amonte valoriile sunt mult mai mici decat in aval. Pentru toti
parametrii, probele cele mai putin contaminate au fost cele din amonte ale paraului Calimanel.
- Indicatorul Pseudomonas aeruginosa, la doua dintre statii, Calimanel sus (parau) si Secu sus,
iar sporii de bacterii anaerobe sulfito-reducatoare (Clostridium) la statia Calimanel sus (parau)
au fost absenti in toate probele prelevate in timpul studiului. Probele cu contaminarea cea mai
mare au fost cele prelevate din statia Arinu jos si cele din Calimanel jos, fiind evidenta influenta
antropica prin activitatile economice desfagurate.
- toate tipurile de alge analizate au avut valori apropiate intre ele pentru fiecare tip de alge,
valori mai mari la toti parametrii fiind inregistrate la probele prelevate de la statia Arini jos.
-valorile maxime au fost inregistrate la probele prelevate de la statiile de pe paraul Arinu in
august 2018, dupa o ploaie torentiald, cand au fost antrenate cantitati mari de substante organice.
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CAPITOLUL 9. MACRONEVERTEBRATELE BENTICE

CHAPTER 9. BENTHIC MACROINVERTEBRATES

Discutand despre organismele saproxene care se regasesc in cursurile de apa din bazinul
Dornelor, trebuie luate in considerare aspecte importante privind biologia apelor, in primul rand
acelea care ne conduc la evaluarea biocenozelor acvatice, prin analiza unor bioindicatori cum
sunt larvele acvatice de insecte (de ex.: efemeroptere, plecoptere, trichoptere .s.a.), facand parte
din macrozoobentosul raurilor.

Am gasit necesar acest studiu, Intrcat existd mai multe directive europene transpuse in
legislatia romaneasca in domeniul apelor, care au ca obiectiv final, ca toate statele membre sa
obtind pentru apele de suprafata ,,starea ecologica si chimica buna”. (Dir.75/440EEC privind
calitatea apelor de suprafatd destinate prelevarii de apa potabila, Dir.76/46/EEC privind
descarcarea apelor periculoase, Dir.78/EEC asupra calitétii apelor dulci ce necesitd protectie
sau imbunatitire pentru a sustine viata pestilor, Dir.79/923/EEC asupra calitatii apleor pentru
moluste, transpuse toate in legislatia roméneasca respective prin HG 100/2002, HG 459/2002,
HG 202/2002, HG 201/2002.

Conform Directivei cadru pentru Ape- Directiva 2000/60EEC (DCA), monitorizarea
apelor trebuie sd aiba la baza prinicpiul abordarii ecosistemice si biologice.

Daca 1n capitolele precedente s-a facut referire la aspecte legate de monitorizarea
calitatii apei si concentrarea unor elemente parazitare ale unor protozoare care pot genera boli
zoonotice, ca efect al deversdrii de materii organice provenite in urma cresterii animalelor in
microferme sau in gospodarii ale populatiei din zona montana a bazinului Dornelor, analizand
concomitent si calitatea apei prin masuratori multianuale fizico-chimice, microbiologice sau
ale continutului algal, in acest capitol ne-am propus sa evidentiem studiul macronevertebratelor
bentice existente 1n aceleasi 10 statii de lucru de pe cursurile de apa studiate, in amonte si aval
de unele microferme sau aglomerari de comunitéti umane care ar putea influenta calitatea apei
prin diferite deversari.

Din punctul de vedere al abordarii ecosistemice, apa nu constituie doar o resursa
pentru folosinte complexe, ci este privitd ca un ecosistem cu valoare ecologica intrinsecd, cu
cele doud componente: masa apei si sedimentele, unde se afla componentele biologice. Potrivit
acestei abordari, si noi am studiat In aceasta lucrare, atat factorii abiotici cit si factorii biotici.

Deoarece calitatea actuala a acestor emisari este reflectatd si de prezenta unor
macronevertebrate apartinand unor grupe taxonomice mai pretentioase privind calitatea
biocenozei bentonice, am incercat sa facem aceastd evaluare biologicd fara a recurge la
stabilirea IBGN (a indicelul biologic general normalizat), metoda ce presupune o analiza mult
mai complexa a taxonilor.
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In functie de dimensiuni, zoobentosul este definit ca si ,,macrofauna” intrucat
animalele care sunt retinute de sita cu ochiuri de 0,5mm iar ,,microfauna” (meiofaund) este
formata din organisme animalele care trec prin sita de 0,5mm dar care sunt retinute de sita cu
ochiuri de 0,062mm.

Noi am prelevat probe de apad din statii informative (care nu sunt oblgatoriu
reprezentative pentru un curs de apa dar pun in evidenta o particularitate ecologicd) —am utilizat
statii in amonte si aval de microferme de crestere a animalelor sau gospodarii ale polulatiei.

Au fost respectate conditiile optime de prelevare sunt in perioadele de vara si toamna,
datoritd poludrii maxime, temperaturilor ridicate si a perturbatiilor relativ mici din apa. In
alegerea perioadelor de prelevare, se tine cont de faptul cd anumiti taxoni pot fi in faza aeriana,
de aceea am ales minimum 2 perioade de prelevare, in doua statii comparabile ca dimensiuni,
viteza de curgere a apei, natura substratului.

Prelevarea probelor s-a realizat folosind prelevatorul tip Surber pe cursurile mai iuti de
apa sau ciorpacul limnologic pentru cursurile mai lente de apa (Surugiu, 2008) fig.9.1.

a b C

Fig.9.1. Fileul Surber pentru colectarea macronevertebratelor bentonice de pe Neagra, 2018
Fig. 9.1. The Surber net for the collection of benthic macroinvertebrates from Neagra, 2018

O statie de prelevare este definitd ca un tronson de apa a carui lungime trebuie sa fie de
aproximativ 10 ori mai mare decat latimea. Pentru a evalua calitatea generald a unui curs de
apa, s-a ales o statie reprezentiva. Pentru evaluarea efectului unui poluant, s-au ales 2 statii
comparabile.

Indivizii reprezentanti ai macrozoobentosului au fost retinuti in fileul Surber prin
pozitionarea lui contracurentului apei, apoi au fost triati pe grupe faunistice , fixati in formol
10% si ulterior determinati pana la nivel de familie in laborator, cu ajutorul lupei binocular si a
determinatoarelor specifice. (fig.9.2.a,b,c).
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Fig. 9.2.a. Recoltarea primara cu tot cu Fig. 9.2.b Trierea si fixarea organismelor

sedimente a zoobentosului bentice
Fig. 9.2.a. Primary harvesting with Fig. 9.2.b Sorting and fixation of benthic
sediments of the zoobenthos organisms

Fig. 9.2.c. Masa de lucru cu probe colectate si fixate in formol, in recipienti
Fig. 9.2.c. Work table with samples collected and fixed in formalin, in containers

Pe masa laboratorului de lucru s-a instalat lupa binocular cu camera foto, o lupa
portabila, au fost asezate probele fixate 1n recipiente cu formol 10% din statiile de recoltare, au
fost asezate acele si pensele penru separarea indivizilor din aceeasi specie, notandu-se conform
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determinatoarelor familiile cérora apartin reprezentantii macronevertebratele bentonice si
aparatul de fotografiat tavile de recoltare cu indivizii din fiecare statie de lucru. (9.2.c.).
La colectarile din iunie si octombrie 2018 au fost triate urmatoarele probe (fig.9.3):

Fig.9.3. (1-18). Macronevertebratele colectate din statiile de lucru din bazinul Dornelor in 2018
Fig.9.3(1-18)-Macroinvertebrates collected from the workstations in the Dornelor basin in 2018

(1 2)

3)
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(17) (18)
Fig. 9.3 (1-18) Macrozoobentosul din statiile de lucru colectat in 2017-2018
Fig. 9.3 (1-18) Macrozoobenthos from workstations collected in 2017-2018

Din cadrul comunitatiilor de nevertebrate bentice, efemeropterele (E), plecopterele (P)
si trichopterele (T), sunt cele mai utilizate ca bioindicatori avand o diversitate a speciilor,
sensibile la variatiile factorilor de mediu, sau la modificarea habitatelor (variatii rapide de debit,
viteza, temperatura, turbiditate). Acest grup de bioindicatori (EPT) raspund atat la impactul de
scurta durata cat si la cel de lunga durata.

Distributia zoobentosului este influentata si de tipul de substrat, de viteza sau absenta
curentului, dar si de prezenta poludrii sub toate formele sale. Cunoscand aceste conditii
hidromorfologice, putem aprecia structura polulatiilor si invers, cunoscand structura
populatiilor se pot aprecia conditiile in care traiesc. (Agence de 1’Eau, 1993). Ceea ce este de
apreciat, pentru acest spectru de biotopuri, in functie de valenta saproba, putem in general
concluziona ca taxonii care apartin celor 3 ordine (EPT) sunt cei mai numerosi in colectarile
noastre in toate statiile si in ambele perioade de colecare.

In tabelele 9.1 si 9.2. am sintetizat grupele de macronevertebrate colectate in cele doua
perioade iunie-octombrie 2018 in emisari, iar in tab.9.3 am cumulat prezenta lor pe familii.
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Tab.9.1. Tabloul sinoptic al macronevertebratelor bentice recoltate in statii din bazinul
Dornelor in doud perioade de colectare : 8 -12- 13- VI. 2018 (6°C)

Table 9.1. Synoptic table of benthic macroinvertebrates collected in stations from the
Dornelor basinin two collection perods: 8 -12- 13- VI. 2018 (6°C) tab.1,2,3 )

8 -12- 13- V1. 2018 (6°C)
FAM. Arinu Bancu Calimanel | Secu
sus ‘ jos sus jos sus jos sus | jos
Ord. EPHEMEROPTERA
Ephemeridae 6
Ephemerellidae 8 1
Heptageniidae 1
Caenidae 1
Baetidae 8 35 23
ORD. PLECOPTERA
Perlidae 10 4 5 3 1 10
Perlodidae 5 10 10 10 3 2
Capniidae 10 22 3 3 7 7
ORD.TRICHOPTERA
Rhyacophilidae 42 1 3
Hydropsichidae 6 3 16 1
Tubi
T. cu césuta 3
ORD DIPTERA
Simuliidae 2
Chironomidae
Ceratopogonidae
Himenoptera 1* 1* 1
S.c.OLIGOCHAETA
Tubificidae ‘ ‘ 3 ‘ 3 ‘ ‘ ‘ | 1 ‘ 1 ‘
Ord. AMPHIPODA
Gammarus ’ ’ ’ ‘ ‘ ’ 2 ’ 29 ‘ 23 ‘
CL. MOLLUSCA
1 T [ [ [ [ 1]
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Tab.9.2. Tabloul sinoptic al macronevertebratelor bentice recoltate n statii din bazinul
Dornelor in doua perioade de colectare : 8 -12- 13- X. 2018 (3-5-7 °C)

Table 9.2. Synoptic table of benthic macroinvertebrates collected in stations from the
Dornelor basinin two collection perods: 8 -12- 13- X. 2018 (3-5-7 °C)

8 -12-13-X.2018 (3-5-7°C)
FAM. Arinu (7°C) Bancu Calimanel | Secu
sus | jos sus jos sus jos sus | jos
Ord. EPHEMEROPTERA
Ephemeridae
Ephemerellidae 1
Heptageniidae
Caenidae 1
Baetidae
ORD. PLECOPTERA
Perlidae
Perlodidae 15 2 7 16 3
Capniidae
Taeniopterigidae 1
ORD.TRICHOPTERA
Rhyacophilidae
Hydropsichidae 6 8 10 2 1
Tubi 16
T. cu casuta 1 8 38 1
ORD DIPTERA
Simuliidae 3
Chironomidae
Ceratopogonidae 1 2
Himenoptera 3
S.c.OLIGOCHAETA
Tubificidae ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | 1 ‘ |
Ord. AMPHIPODA
Gammarus ‘ ‘ 1 ’ ’ ‘ ‘ ’ 82 ‘ 23 ’
CL. MOLLUSCA
Planorbis ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 1 ‘ ‘
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Tab.9.3. Tabloul sinoptic al tuturor macronevertebratelor bentice recoltate in statiile Arinu,
Bancu, Célimanel si Secu recoltate in doua perioade de colectare.

Table 9.3. Synoptic table of all benthic macroinvertebrates collected in the Arinu, Bancu,
Calimanel and Secu stations collected in two collection periods.

FAM. Arinu Bancu Calimdnel | Secu
sus jos sus ‘ jos sus jos sus | jos
Ord. EPHEMEROPTERA
Ephemeridae 6
Ephemerellidae 8 1 1 1
Heptageniidae 1 2 1
Caenidae 1
Baetidae 8 35 23
ORD. PLECOPTERA
Perlidae 10 4 5 3 1 10
Perlodidae 20 12 17 16 10 3 5
Capniidae 10 22 3 7 7
ORD.TRICHOPTERA
Rhyacophilidae 42 7 1 1 1
Hydropsichidae 19 11 2
Tubi 16 6 16
T. cu casuta 38 3 1 2 1
ORD DIPTERA
Simuliidae 3 1 2
Chironomidae
Ceratopogonidae 1 1 1
Himenoptera
S.c.OLIGOCHAETA
Tubificidae ’ 1 ’ 3 ‘ ‘ ’ ’ | 2 | 1 ‘
Ord. AMPHIPODA
Gammarus ‘ ‘ ‘ 3 ‘ ‘ ‘ 2 | 111 |46 ‘
CL. MOLLUSCA
Planorbis ’ ’ ‘ ‘ ’ ’ ’ 1 ’ ‘
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Concluzii partiale

La statiile de prelevare din iunie 2018 (tab.9.1.) se observa o abundenta a taxonilor in
Arinu, cu 68/61 taxoni amonte/aval, la Bancu raportul este 25/30, 1a Calimanel 57/51 iar la Secu
32/26. Ponderea cea mai mare apartine efemeropterelor, plecopterelor si trichopterelor (EPT).
Spre deosebire de sezonul estival, unde abundenta taxonilor este mare, in luna octombrie, desi
se pastreaza ponderea efemeropterelor, plecopterelor si trichopterelor , constatim o diminuare
la jumatate a acestor familii atdt Tn amonte cét si in aval in statiile de prelevare, odata cu
reducerea gradientului termic. (tab.9.2.).

Ouile simuliidelor se ataseaza de roci, iar stadiile larvare se hranesc cu substratul lotic,
stand sub apa pana la stadiul de pupa, iar atunci cind emerg, pot cadea pada pastravilor care le
vaneaza la rasariltul soarelui. Simulidiotoxicoza este o boala care apare in zona Dornelor, in
cazul invaziilor insectelor asupra bovinelor care paguneaza in preajma cursurilor de rau.

Analizand tabloul sinoptic al taxonilor identificati in perioadele de colectare a
macronevertebratelor bentonice (9.3), constatim o abundenta crescuta in amonte fatd de aval
la toate statiile, cu o detasare clard a taxonilor de pe paraul Arinu, cu un numar de taxoni
remarcabil, dintre care majoritatea fiind trichoptere (64) si plecoptere (40), apartinand la 8 grupe
faunistice. Chiar si In statia Arinu-jos (aval), cei 74 de taxoni identificati, majoritatea fiind
plecoptere, ne arata relevanta ecologica a acestor biotopuri.

Din punctul de vedere al abundentei taxonilor, urmeaza Bancu —sus (amonte) cu 45 taxoni,
si respectiv 96 taxoni 1n statia din aval, dominante fiind in ordine trichopterele (65), urmate de
plecoptere (22) si efemeroptere (7).

Pe paraul Calimanel, semnaldm o abundentd a taxonilor din grupul Baetidelor (35amonte-
23 aval). Nimfele de Baetis pot fi influentate de viteza curentului, de incarcarea crescuta a
sedimentelor, de densitate, de schimbari ale oxigenarii, de diferiti poluanti, de disponibilitatea
hranei sau pradatorii, factori care determina aceste nimfe sa realizeze un “drift” - adica un mijloc
prin care nimfele se mutd intr-un habitat mai optim, aspect de comportament important al
colonizarii noilor habitate 1n aval. De aceea abundenta acestor larve de insecte este remarcabila
doar pe un singur traseu in statiile analizate, si anume pe paraul Calimanel, atat in amonte, cat
si in aval.

Paraul Cilimanel in zona de amonte este bogat in taxoni, cu reprezentanti din efemeroptere,
(Heptageniidae 2, Baetidae 35), plecoptere (Perlidae 1, Perlodidae 10, Capniidae 7),
trichoptere (Rhyacophilidae 1, trichoptere cu casuta 3), diptere (Simuliidae 1), amfipode
(Gammarus 3). In aval lipsesc atat taxoni cat si familii din zoobentosul colectat, observandu-se
o tendinta clard de diminuare a numarului de specii sensibile la presiunea antropica (se reduc
plecopterele, dar si trichopterele, nu mai sunt amfipode -Gammarus).

Grupul cel mai numeros de taxoni ai paraului Secu a fost reprezentat de Gamaridae. Aceste
crustacee amfipode joaca un rol important in ciclul detritusului (de descompunere a gunoiului),
oferind prada consumatorilor secundari. Se stie cd sunt printre cele mai sensibile specii la
compusii toxici metalici dar si poluantii organici, alaturi de alte crustacee acvatice si cladocere
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(Daphnia). Gamaridele se hranesc adesea in mare masura cu frunzele detritice in descompunere
si cresc si supravietuiesc cel mai bine cu cele care au fost conditionate de colonizarea microbilor
si ciupercilor. Amfipodele se pot hrani, de asemenea, cu o varietate de alte detritusuri organice
fine si grosiere, biofilme de alge, microbi si ciuperci si materie animali vie sau moarti. In statia
Secu au fost identificate 32 de Gammaridae in amonte si 23 in aval, perlodidele si trichopterele
cu casutd facand deosebirea intre cele doud statii. Paraul Secu are o diversitate taxonomica
redusd. Efectivele mari realizate de indivizii apartinand genului Gammarus denotd in general
vorbind, un grad moderat de oxigenare al apei si o vitezd redusa a curentului. Trebuie aici sa
apreciem pe de o parte influenta factorilor naturali (variatia debitului) iar pe de altd parte
impactul antropic generat. Tot pe paraul Secu, in zona de amonte a fost recoltat un molusc
gastropod, reprezentant al genului Lymnea, Planorbis.

in statiile Arinu si Secu, in aval de comunititile umane au fost colectate ca probe,
organisme poluo-tolerante ca si tubificidele, viermi oligocheti. Pe langa aceste grupe a mai fost
semnalatd prezenta unor amfipode, hirudinee, turbelariate, gastropode, isopode, dar in numar
redus. (tab.9.2)
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CAPITOLUL 10. CONCLUZII FINALE

CHAPTER 10. FINAL CONCLUSIONS

Monitorizarea calitatii apei prin concentrarea unor elemente parazitare ale unor
protozoare care pot genera boli zoonotice, ca efect al deversarii de materii organice provenite
in urma cresterii animalelor in microferme sau in gospodarii ale populatiei din zona montana a
bazinului Dornelor, a fost realizatd concomitent cu analiza calitatii apei prin masuratori
multianuale fizico-chimice, microbiologice sau ale continutului algal, precum si al prezentei
macronevertebratelor bentice existente in aceleasi 10 statii de lucru de pe cursurile de apa
studiate, In amonte si aval de unele microferme sau aglomerari de comunitati umane care ar
putea influenta calitatea apei prin diferite deversari.

. Speciile de paraziti cercetate au fost Giardia spp. si Cryptosporidium spp., reprezentand
principalii factori de risc in toxiinfectiile de origine parazitara in legaturd cu consumul de apa.
S-a realizat identificarea din punct de vedere cantitativ al celor doud specii, prin teste PCR si
secventiere genomicd, indentificandu-se speciile Giardia duodenalis (intestinalis) si
Cryptosporidium parvum, prezenti in emisarii bazinului Dornelor, astfel:

Pentru Giardia spp. in intervalul studiat 2017 - 2018 s-au identificat 62 de probe

pozitive cu 139 chisturi vizualizate la microscop, ccea ce inseamna o medie 11.5 chisturi
/ luna. Dintre cele 10 statii de prelevare, incarcatura cea mai mare s-a inregistrat la
Calimanel jos (Panaci), cu un total de 33 chisturi identificate pe tot intevalul 2017 - 2018,
cu o medie de 2.8 chisturi / lund, urmata de statia Secu (jos) cu un total de 23 chisturi
vizualizate si ci o medie de 1.9 chisturi / luna.
Cea mai redusd incércaturd s-a inregistrat la Calimanel sus (pardu), unde totalul
chisturilor vizualizate a fost de 3, cu o medie de 0.25 chisturi / lund, urmata de statia
Bancu sus cu un total de 5 chisturi identificate si o medie de 0.4 chisturi / luna. in ambele
stasii au fost mai multe luni in care nu s-au identificat chisturi de Giardia spp.

Pentru Cryptosporidium spp. in intervalul mai - octombrie 2017-2018 s-au
identificat 19 de probe pozitive cu 19 oochisturi vizualizate la microscop, ccea ce
inseamna o medie 1.58 oochisturi / luna. Dintre cele 10 statii de prelevare, Incarcatura
cea mai mare s-a inregistrat la Bancu sus, cu un total de 4 oochisturi identificate pe tot
intevalul 2017 - 2018, cu o medie de 0.33 oochisturi / luna, urmata de statiile Secu cu un
total de cate 3 oochisturi vizualizate in 2017 - 2018 si cu o medie de 0.25 oochisturi /
luna.

De semnalat este faptul ca la Calimanel sus (parau) nu s-a inregistrat nici o proba pozitiva
pe parcursul intregii cercetéri. La statiile Arinu jos, Bancu jos si Calimanel jos (Bucinis)
s-a identificat pe parcursul studiului doar cate 1 oochist de Cryptosporidium.
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Rezultatele obtinute au scos la iveald faptul ca apele emisarilor luati In studiu au o
incarcatura parazitara redusa si ca in amonte asezarilor umane apa are un grad de
puritate ridicat.

Incarcatura mai mare cu Giardia spp si Cryptosporidium spp. a corespuns unei
activitati zootehnice existente in zond, precum si fondului cinegetic. Incircatura
parazitara mai redusa Tn amonte fatd de aval dovedeste influenta comunitétilor umane,
iar identificarea exclusivd a speciei zoonotice Cryptosporidium parvum poate fi un
indicator al efectului pe care il exercita fermele de bovine din zona rurald, precum si al
fondului cinegetic, asupra paraielor din zona de munte.

Rezultatele in extenso au fost publicate:
Ionela VOLOSENIUC, Kalman IMRE, Liviu MIRON, 2022- Characterisation of the
parasite load of river Bistrita tributaries, in Dornelor basin, Romania. Journal of Applied

Life Sciences and Environment, Vol. LIV, Issue 4 (188) / 2021: 450-457.
https://doi.org/10.46909/journalalse-2021-039

Pornind de la tema lucrérii de fata, in cadrul laboratorului de microbiologie, anul acesta

am reusit transpunerea in activitatea curenta a metodei de izolare si indentificare a chisturilor
de Giardia si a oochisturilor de Cryptosporidium din apa, matricea fiind deja autorizata DSVSA
si in curs de acredtit RENAR, conform standardului international ISO 15553.

2. Cercetarea indicatorilor fizico-chimici ai apei din statiile cercetate arata ca

proprietatile fizico-chimice se apropie de standardele impuse pentru apele minerale naturale,

resursa geologica principald pentru bazinul Dornelor, descoperita si utilizata de peste 300 de

ani. Activitatea antropica reprezentatd in principal de cresterea animalelor, in mare parte in

sistem extensiv (ecologic) pare a nu avea un efect negativ asupra calitatii cursurilor de apa din

Anumiti parametri au avut o evolutie in functie de sezon, de debit, de fenomene
meteorologice extreme (ploi torentiale cu cantitati semnificative de apa), de locul de
prelevare, adicd in amonte sau in aval comunitatilor umane si nu in ultimul rand de
structura geologicad a masivelor muntoase din care izvorasc paraielor luate in studiu.

Ca si concluzii specifice pe fiecare indicator urmarit, se pot extrage urmatoarele:

- temperatura apei a variat 1n functie de sezon si locul prelevarii

- valorile pH-ul sunt in usor alcaline, peste 7.00, cu o singura exceptie (Caliméanel

jos, septembrie 2017) pe care o consideram o posibild contaminare accidentala.

Variatiile acestui parametru sunt corelate cu substratul geologic, dar si cu

activitatile economice diferite. Astfel, valorile cele mai mici ale pH-ului sunt

inregistrate la statiile de pe paraul Calimanel, unde activitatile antropice sunt mai
intense.

- substantele organice sunt un indicator strans legat de incarcatura microbiologica

si este direct influentat de ploile torentiale de vara, care spald materiile organice de

pe versanti. Deasemenea si o activitate economica mai intensa din aval determina
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o crestere a valorilor pentru acest parametru. Valorile cele mai mari au fost obtinute
la probe prelevate din ambele statii de pe paraul Arinu dupa o furtuna puternica.

- oxigenul dizolvat este direct influentat de viteza de curgere a apei si de activitatea
microorganismelor din apd, dar toate sursele urmarite, fiind ape repezi de munte,
au valori crescute la acest parametru, cu observatia ca daterminarea a fost facuta in
maxim o ord de la prelevare. Valorile cele mai mari au fost obtinute la probe
prelevate din statia Calimanel jos, unde viteza de curgere a apei este foarte mare,
chiar daca influenta factorului uman este una insemanta.

- conductivitatea, bicarbonicul si duritatea sunt parametrii strans legati de structura
geo - morfologica specifica locului de izvorare a fiecarui parau, fiind indicatori ai
mineralizarii totale a apei, cu valorile cele mai mici la paraul Calimanel, care are
mineralizarea cea mai scazutd si cele mai mari la pararul Secu, mineralizare,
sustinuta si de continutul cel mai ridicat de calciu.

- continutul de anioni (floruri, bromuri, cloruri, sulfati, fosfati, nitrati, nitriti) este
foarte scazut, valorile obtinute incadrindu-se in normele impuse pentru apele
minerale naturale.

- pentru nitriti, valaorea maxim admisa este 0,1 mg / L, iar valorea maxima citita
pe ioncromatograf a fost 0.08 mg / L, iulie 2017 1n proba prelevata de la statia
Cilimanel jos (in Panaci).

-pentru nitrati, valaorea maxim admisa este 50 mg / L, iar valorea maxima citita pe
ioncromatograf a fost 2.98 mg / L, mai 2017 in proba prelevata de la statia Secu
Sus.

- continutul de cationi (amoniu, litiu, sodiu, potasiu, magneziu, calciu) - in limitele
normale.

Rezultatele acestui studiu au fost publicate :

Ionela VOLOSENIUC, Liviu MIRON, 2021- Monitorizarea unor parametri fizico-
chimici pentru apele de suprafata ale unor emisari din bazinul Dornelor. Scientific
Papers Journal - vol. 64 no 2 /ar, VETERINARY SERIES: 66-69.

3. Parametrii microbiologici analizati in cele 10 statii de lucru arata cé apele de suprafata
au o incacaturd microbiana semnificativa care se multiplicd exponential de la izvor spre
colector. Parametrii microbiologici sunt influentati puternic de materiile fecale provenite
atat de la animale (salbatice si domestice), precum si de la gospodariile populatiei,
neracordate la un sistem centralizat de canalizare, folosindu-se de fose septice, in multe
cazuri improprii.

Incarcatura microbiana mare se datoreaza si sistemului extensiv (ecologic) de
crestere a animalelor, care au acces liber la paraie si izvoare. La cele deja mentionate
se mai adauga si exploatarile forestiere care, in majoritatea cazurilor afecteaza cursul

apelor prin trecere cu utilaje grele si material lemnos prin cursurile de apa.
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Analizand rezultatele pentru toti parametrii studiati, concluziile specifice sunt
urmétoarele:
- toti indicatorii microbiologici au prezentat variatii semnificative intre statiile de
prelevare de pe cursul aceluiasi parau, astfel in amonte valoriile sunt mult mai mici
decat in aval. Pentru toti parametrii, probele cele mai putin contaminate au fost cele din
amonte ale paraului Calimanel. - Indicatorul Pseudomonas aeruginosa, la doua dintre
statii, Calimanel sus (parau) si Secu sus, iar sporii de bacterii anaerobe sulfito-
reducatoare (Clostridium) la statia Calimanel sus (parau) au fost absenti in toate probele
prelevate in timpul studiului. Probele cu contaminarea cea mai mare au fost cele
prelevate din statia Arinu jos si cele din Célimanel jos, fiind evidenta influenta antropica
prin activitdtile economice desfasurate.
- toate tipurile de alge analizate au avut valori apropiate intre ele pentru fiecare tip,
valori mai mari la toti parametrii fiind inregistrate la probele prelevate de la statia Arini
jos.

Rezultatele studiului au fost publicate:

Ionela  VOLOSENIUC, Liviu MIRON, 2021- Monitorizarea unor parametri
microbiologici si a compozitiei algale in apele de suprafata ale unor emisari din bazinul
Dornelor. Scientific Papers Journal - vol. 64 no 2 / 2021, VETERINARY SERIES: 63-65

4. In ceea ce priveste analiza calitativa a macronevertebratelor bentice cu rol de bioindicatori
de calitate a apei in statiile analizate, concluzionam :

La statiile de prelevare din iunie 2018 se observad o abundenta a taxonilor in paraul
Arinu, cu 68/61 taxoni (amonte/aval), la Bancu raportul este 25/30, la Céalimanel 57/51
iar la Secu 32/26. Ponderea cea mai mare apartine efemeropterelor, plecopterelor si
trichopterelor (EPT). Spre deosebire de sezonul estival, unde abundenta taxonilor este
mare, 1n luna octombrie, desi se pastreaza ponderea efemeropterelor, plecopterelor si
trichopterelor, constatdim o diminuare la jumatate a acestor familii atat in amonte cat si
in aval in statiile de prelevare, odatd cu reducerea gradientului termic.

Analizand taxonii identificati in perioadele de colectare a macronevertebratelor
bentonice constatim o abundentd crescutd in amonte fatd de aval la toate statiile, cu o
detasare clard a taxonilor de pe paraul Arinu, cu un numér de taxoni remarcabil, dintre care
majoritatea fiind trichoptere (64) si plecoptere (40), apartinand la 8 grupe faunistice. Chiar
si In statia Arinu-jos (aval), cei 74 de taxoni identificati, majoritatea fiind plecoptere, ne
aratd relevanta ecologicd a acestor biotopuri.

Din punctul de vedere al abundentei taxonilor, urmeaza Bancu —sus (amonte) cu 45
taxoni gi respectiv 96 taxoni in statia din aval, dominante fiind in ordine trichopterele (65),
urmate de plecoptere (22) si efemeroptere (7).

Pe paraul Calimanel, semnalim o abundentd a taxonilor din grupul Baetidelor
(35amonte-23 aval). Nimfele de Baetis pot fi influentate de viteza curentului, de incarcarea
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crescutd a sedimentelor, de densitate, de schimbari ale oxigenarii, de diferiti poluanti, de
disponibilitatea hranei sau pradatorii, factori care determind aceste nimfe sa realizeze un
“drift” - adicd un mijloc prin care nimfele se mutd intr-un habitat mai optim, aspect de
comportament important al colonizarii noilor habitate in aval. De aceea abundenta acestor
larve de insecte este remarcabila doar pe un singur traseu in statiile analizate, si anume pe
paraul Calimanel, atat in amonte, cat si in aval.

Paraul Calimanel in zona de amonte este bogat in taxoni, cu reprezentanti din
efemeroptere, (Heptageniidae 2, Baetidae 35), plecoptere (Perlidae 1, Perlodidae 10,
Capniidae 7), trichoptere (Rhyacophilidae 1, trichoptere cu casuta 3), diptere (Simuliidae
1), amfipode (Gammarus 3). In aval lipsesc atat taxoni cat si familii din zoobentosul
colectat, observandu-se o tendintd clard de diminuare a numarului de specii sensibile la
presiunea antropica (se reduc plecopterele, dar si trichopterele, nu mai sunt amfipode -
Gammarus).

Grupul cel mai numeros de taxoni ai paraului Secu a fost reprezentat de Gamaridae.
Aceste crustacee amfipode joacd un rol important in ciclul detritusului (de descompunere a
gunoiului), oferind prada consumatorilor secundari. Se stie ca sunt printre cele mai sensibile
specii la compusii toxici metalici dar si poluantii organici, alaturi de alte crustacee acvatice
si cladocere (Daphnia). Efectivele mari realizate de indivizii apartinand genului Gammarus
denota in general vorbind, un grad moderat de oxigenare al apei si o vitezd redusd a
curentului. Trebuie aici sa apreciem pe de o parte influenta factorilor naturali (variatia
debitului) iar pe de altad parte impactul antropic generat. Tot pe paraul Secu, in zona de
amonte a fost recoltat un molusc gastropod, reprezentant al genului Lymnea, Planorbis.

In statiile Arinu si Secu, in aval de comunititile umane au fost colectate ca probe,
organisme poluo-tolerante ca si tubificidele, viermi oligocheti.

Pe langa aceste grupe a mai fost semnalata prezenta unor hirudinee, turbelariate,
gastropode, isopode, dar in numar redus.
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ANEXA 1 - LISTA ABREVIERILOR
ANNEX 1 - LIST OF ABBREVIATIONS

pl — microlitru

OC - grade Celsius

°dH - grade germane

ADN - acid dezoxiribonucleic

Bp — perechi de baze

CaCO3 — carbonat de calciu

CCO - consum chimic de oxigen
CFU - unitati formatoare de colonii
EDTA - acid etilendiaminotetraacetic

fig. - figura
g — gram
h —ora

HCI — acid clorhidric

IBGN - indice biologic general normalizat
IFT — immunofluorescence test
km — kilometru

KMnOQO4— permanganat de potasiu
1 —litru

m - metru

mc — metru cub

mg — miligram

ml — mililitru

mm — milimetru

NaOH — hidroxid de sodiu

NTG - numarului total de germeni
Ord. — ordin

PCR - polymerase chain reaction
pH — indicator acido-bazic

Ppm — parti per milion

Qmax — debit maxim

Qmin — debit minim

RFLP — restriction fragment length polymorphism

s — secunda
Spp. — species
tab. - tabel

uS / cm? - micro - siemens pe centimetru cub
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