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REZUMAT

Teza de doctorat intitulata ,,EVALUAREA REZIDUURILOR DE ANTIBIOTICE SI
XENOBIOTICE ELEMENTARE TN LAPTE SI PRODUSE DE LAPTE SI A RISCULUI
LOR PENTRU CONSUMATORI” are caracter de originalitate prin aplicarea unor metode
noi de analiza, determinarea toxicelor pe Tntreg fluxul tehnologic de procesare a laptelui si
evaluarea riscului pe care-l reprezinta concentratiile obtinute.

Teza cuprinde un numar de 238 pagini si este structurata in doua parti.

Partea bibliografica se extinde pe un numar de 64 pagini, fiind sistematizata in trei
capitole ce prezintd date din literatura de specialitate referitoare la: matricile alese pentru
investigatii, antibioticoterapia si evaluarile de risc ale reziduurilor de antibiotice, precum si
ecotoxicologia xenobioticelor elementare (Pb,Cd,Hg,Ni,Cu,zZn).

Partea a doua, de Contributii personale se desfasoara pe un numar de 116 pagini si
cuprinde patru capitole, in care se prezinta scopul si importanta cercetarilor, materialele si
metodele de lucru, rezultatele obtinute si discutiile aferente, precum si concluziile generale
care s-au desprins din cercetarile efectuate.

Datele prezentate sunt sustinute de 13 tabele si 18 figuri inserate in partea de Studiu
bibliografic, 39 tabele si 48 figuri inserate Tn partea de Contributii personale. Lista
bibliografica Tnsumeaza 270 titluri din literatura autohtona si internationald, legislatie
specifica domeniului de siguranta alimentara, standarde ale unor metode de lucru si fisiere
internet cu continut de specialitate. Tn continutul tezei se regisesc date proprii publicate in
lucrarile stiintifice sustinute Tn cadrul Simpozioanelor cu participare internationald organizate de
Facultatea de Medicind Veterinara lasi, precum si Tn Revista Romana de Medicina Veterinara.

Importanta temei alese vine din faptul ca, in cantitati mici si prin aport indelungat,
antibioticele pot avea efecte nedorite asupra omului si animalelor. Efectele nedorite asupra
sanatatii consumatorului pot fi directe si se manifestd sub forma reactiilor de ordin alergic
sau chiar toxic. Efectele indirecte sunt, de asemenea, importante datoritd crearii de
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microorganisme rezistente la antibiotice. Unele studii au aratat ca laptele poluat cu reziduuri
de antibiotice obtinut de la 20 vaci a intarziat sau oprit procesele fermentative ale celui recoltat
de la 25.000 vaci. Mai mult, probele ce contin reziduuri de antibiotice sunt insotite de cresteri ale
populatiei celulelor somatice si ale numarului total de germeni.

Prezenta xenobioticelor elementare Tn lapte este, de asemenea, nefasta pentru ca
multe din ele au caracter cumulativ si pun Tn pericol sanatatea animalelor tinere si a
omului. Trebuie, de asemenea, mentionat efectul cancerigen si mutagen pe care acestea il
pot dezvolta la consumatori.

Principalele obiective transpuse n realizarea acestei lucrari au fost:

% Monitorizarea reziduurilor de antibiotice si xenobiotice elementare n lapte si derivate
lactate, Tn concordantd cu cele mai recente norme privind metodologia de lucru si
interpretarea rezultatelor.

% Aprecierea sezonalitatii contaminarilor cu antibiotice si xenobiotice elementare si
investigarea corelatiilor cu alti factori de risc.

% Analiza variatiei continutului de antibiotice si xenobiotice elementare Tn probele de
lapte recoltate de la doua grupuri diferite de surse: centrele de colectare si fermele de
bovine.

% Evaluarea riscului la care sunt expusi consumatorii, pe baza compardrii concentratiilor
determinate Tn acest studiu cu dozele zilnice acceptabile sau cu limitele saptamanale
(provizorii) tolerabile stabilite de Organizatia Mondialda a Sanatatii pentru fiecare
antibiotic (cu exceptia penicilinelor) si xenobiotic elementar determinat. Tn cazul
cuprului si zincului s-a urmarit modul in care concentratiile determinate pot satisface
necesarul zilnic pentru copii si adulti.

Materialul de studiu a fost reprezentat de probe de lapte recoltate de la mai multe centre
de colectare si doua unitati zootehnice din zona de Nord a Moldovei; au fost recoltate si produse
lactate rezultate Tn urma prelucrarii laptelui pe diferite fluxuri tehnologice.

Metodele de lucru au fost aplicate conform standardelor Tn vigoare armonizate cu
legislatia comunitard. ldentificarea reziduurilor de antibiotice in probele de lapte s-a realizat
folosind testul calitativ microbian bazat pe sensibilitatea tulpinii de Bacillus stearothermophilus,
varietatea calidolactis, ATCC 10149. Pentru confirmarea esantioanelor contaminate s-a utilizat,
intr-o prima etapa, un test semicantitativ ce foloseste receptorii microbieni pentru identificarea
familiilor de antibiotice din probele investigate. Confirmarea cantitativd a reziduurilor de
antibiotice a fost realizatd folosind o metodd imunoenzimatica competitivd. Pentru analiza
reziduurilor de antibiotice din produsele lactate s-a utilizat initial testul semicantitativ pentru
identificarea probelor pozitive, acestea fiind confirmate cantitativ dupa aplicarea metodei

imunoenzimatice competitive.
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Determinarea xenobioticelor elementare (Pb, Cd, Hg, Ni, Cu, Zn) din probele de lapte i
produse lactate a fost efectuata prin metoda spectrofotometriei de absorbtie atomica utilizand un
spectrofotometru cu autosempler si cuptor de grafit pentru detectia plumbului, cadmiului,
cuprului si nichelului, flacara pentru zinc si generator de hidruri pentru mercur. Mineralizarea
probei de lucru s-a facut pe cale umeda iar rezultatele obtinute au fost exprimate in pg/kg.

In conformitate cu obiectivele propuse, s-a urmérit stabilirea unor corelatii dintre
contaminarea laptelui cu antibiotice si xenobiotice elementare (Pb, Cd, Hg, Ni, Cu, Zn) si alti
factori de risc (cresterea populatiilor de celule somatice si de germeni microbieni). Determinarea
celulelor somatice s-a realizat microscopic, folosind un echipament computerizat de colorare Si
citire a lamelor. Determinarea numarului total de germeni a avut la baza folosirea unui dispozitiv
specializat Tn numararea populatiilor bacteriene, care cuantifica modificarile de culoare din
tuburile speciale de test.

Pentru o interpretare cat mai corecta a datelor de investigatie, au fost folositi o serie de
indicatori statistici de baza. Dintre acestia, cei mai la indemana au fost: indicatorii minimum si

maximum, media aritmeticd, abaterea standard, coeficientul de variatie, intervalul de Tncredere
al mediei, testul y*(chi-patrat) pentru determinarea concordantei, coeficientul de corelatie

Pearson, coeficientul de sezonalitate, testul Student sau T — testul pentru analiza variatiei seriilor
de date.

Examenul calitativ al reziduurilor de antibiotice din 2785 probe de lapte, Tntr-o perioada
de patru ani (2006 — 2009), a dus la identificarea a 124 probe pozitive (4,45%) si 130 probe
dubioase (4,67%). Dupa aplicarea tratamentului termic s-a confirmat prezenta antibioticelor in
109 probe pozitive (87,9%) si 24 probe dubioase (18,46%), diferenta fiind reprezentatd de
probele fals-pozitive, datorate unor inhibitori naturali termolabili (lactoferina, lactoperoxidaza,
lizozimul).

Principalele familii de antibiotice identificate au fost betalactamicele (in 27,90% din
probe) in concentratii medii de 26,65 pg/kg, gentamicina/neomicina (in 25% din probe) in
concentratii medii de 198,68 ug gentamicind/kg si 2048,53 pg neomicina/kg, tetraciclinele (in
24,42% din probe) n concentratii medii de 271,43 pg/kg, gentamicina /streptomicina (in 15,11%
din probe) in concentratii medii de 198,68 pg gentamicina/kg si 280,61 ug streptomicina/kg si
macrolidele (in 7,56% din probe) in concentratii medii de 97,87 ug tilozina/kg.

Probele de lapte cu reziduuri de antibiotice au prezentat sezonalitate scazutd in lunile
ianuarie (cs; = 0,51) si iulie (cs;=0,59), si crescuta Tn aprilie (cs;= 1,77) si mai (csj = 1,43).

S-a constatat o corelatie puternica intre prezenta reziduurilor de antibiotice si cresterea
numarului de celule somatice, diferentele dintre frecventele observate si cele asteptate fiind de
49,54 pentru corelatia cu clasa de celule somatice cu mai mult de 600.000 celule/ml si de 30,31
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pentru corelatia cu clasa de celule somatice cu 400.000 — 600.000 celule/ml. Analiza
indicatorilor chi-patrat arata o corelatie mai puternica intre prezenta reziduurilor de antibiotice si
numarul crescut de celule somatice, fatd de contaminarea cu antibiotice si numarul crescut al
germenilor microbieni din probele investigate.

Analiza reziduurilor de antibiotice din produsele lactate (lapte de consum pasteurizat,
lapte batut, iaurt, smantana, branza si cascaval) a dus la identificarea grupei gentamicina/
neomicind Tn cate o proba de smantana si brénza, neomicina fiind ulterior determinata in
concentratii de 27,71 pg/kg in sméantdna si 32,90 pg/kg in brénza. Macrolidele au fost
identificate Tn cate o proba de branza si cascaval, tilozina fiind ulterior determinata in
concentratii de 51,31 pg/kg, respectiv 52,79 pg/kg. Tetraciclinele au fost identificate in doua
probe de branza si in cate una de smantana si cascaval, fiind determinate Tn concentratii de 22,97
Mg/kg si 25,21 pg/kg In probele de branza, 23,74 pg/kg in smantana si 24,35 pg/kg in cascaval.

Probele de lapte supuse investigatiilor de confirmare cantitativa provin din esantioanele
considerate neconforme inca de la aplicarea testului calitativ microbian, nefiind astfel dirijate
consumului uman. Concentratiile determinate pentru majoritatea reziduurilor de antibiotice nu
depasesc dozele zilnice acceptabile stabilite de Organizatia Mondiald a Sanatatii de a fi preluate
din substraturi alimentare.

Tn produsele lactate, reziduurile de antibiotice au fost identificate Tn perioada 2006-2007,
prezenta acestora datorandu-se unui sistem HACCP de prevenire a riscurilor incomplet
operational la acea vreme la nivelul unitdtii procesatoare. Cantitatile determinate in acest studiu
au fost la niveluri care nu influenteaza nici dezvoltarea culturilor lactice, nici sanatatea
consumatorilor.

Reziduurile de xenobiotice elementare au fost determinate dintr-un total de 98 probe de
lapte, fiind analizate cate 28 probe in anii 2006 — 2008 si 14 probe in anul 2009 pentru fiecare
metal Tn parte. Plumbul a fost identificat in 71,43 — 85,71% din probe in concentratii medii de
2,49 -3 ug/kg, situate sub limita maxima admisa. Cadmiul si mercurul fie au lipsit din probele
analizate, fie s-au aflat in cantitati mai mici decéat limitele de detectie ale metodei. Nichelul a fost
determinat in toate probele investigate Tn concentratii medii cuprinse intre 11,24 — 11,90 ug/kg,
mai mici decat dozele provizorii tolerabile stabilite de cdtre Organizatia Mondiala a Sanatatii.

Cuprul a fost determinat Tn toate probele investigate in concentratii medii cuprinse intre
237,10 — 303,43 po/kg, considerate normale pentru laptele de vaca. Zincul a fost determinat in
toate probele investigate in concentratii medii cuprinse intre 2051,21 — 2628,64 ug/kg, suficiente
pentru asigurarea necesarului zilnic uman.

Xenobioticele investigate au prezentat sezonalitate crescuta toamna (cs; fiind cuprins
intre 1,00 — 1,21) si iarna (cs; fiind cuprins intre 1,09 — 1,34), si scazuta primavara (cs; fiind
cuprins intre 0,58 — 0,92).
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Analiza coeficientului Pearson a aratat lipsa corelatiei sau existenta uneia slabe ntre
concentratiile reziduurilor de xenobiotice elementare si variatiile populatiilor de celule somatice
si germeni microbieni Tn probele investigate.

Investigarea xenobioticelor elementare Tn produsele lactate permite urmatoarele
concluzii:

% Plumbul a fost determinat in concentratii medii care au variat intre 2,45 — 2,83 pg/kg in
laptele pasteurizat si 3,87 — 4,28 ug/kg n cascaval. Concentratia maxima de plumb
determinatd Tn cascaval se Tncadreaza Tn consumul uman saptdmaénal tolerabil de 25
Hg/kg.

% Nichelul a fost determinat Tn concentratii medii care au variat intre 11,88 — 12,13 pg/kg
in laptele pasteurizat si 16,10 — 16,55 pg/kg n cascaval. Concentratia maxima de nichel
determinatd in cascaval nu constituie un risc pentru sanatatea consumatorului, fiind cu
mult mai mica decéat doza zilnica acceptabila de 300 pg pentru un individ de greutate
medie.

% Cuprul a fost determinat Tn concentratii medii care au variat intre 244,52 — 277,25 pg/kg
n laptele pasteurizat si 1246,05 — 1332,71 pg/kg in cascaval. Concentratiile determinate
in probele de cascaval pot asigura, in asociere cu alte surse, necesarul zilnic de 1 — 1,6
mg pentru copii si 1,5 -2 mg pentru adulti.

% Zincul a fost determinat Tn concentratii care au variat intre 2348,18 — 2434,43 pg/kg n
laptele pasteurizat si 11772,49 — 12334,12 pg/kg in smantana. Majoritatea concentratiilor
medii ale zincului determinate in produsele investigate pot satisface necesarul zilnic de 3
— 10 mg pentru copii si 10 — 15 mg pentru adulti.

S-a urmarit evaluarea comparativa a calitatii laptelui pe seama constituirii a doua grupuri
de investigatii — grupul ,,centre de colectare™ si grupul ,,ferme”, in functie de sursa de recoltare
a probelor. A fost folosit testul Student (T-testul) pentru analiza variatiei datelor de investigatie.
A fost confirmata susceptibilitatea ca laptele provenit de la centrele de colectare poate avea o
incarcatura mai mare de antibiotice, comparativ cu cel recoltat de la ferme. De asemenea, in
probele recoltate de la centrele de colectare au fost determinate concentratii mai mari de plumb si
nichel, si mai mici de cupru si zinc.

Rezultatele obtinute Tn acest studiu au fost comparate cu cele publicate in alte lucrari de
specialitate de pe plan national si international, fiind confirmate niveluri normale de
contaminanti in laptele materie prima.

Cercetdrile efectuate ne indreptatesc sa facem cateva propuneri referitoare la asigurarea
calitatii toxicologice a laptelui materie prima si produselor finite:

% Este obligatorie implementarea din partea unitatilor de procesare a unui sistem mai riguros

de control a calitatii laptelui la receptia sa Tn centrele de colectare, analiza variatiei
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continutului de antibiotice demonstrand faptul ca laptele livrat din gospodariile populatiei
prezinta o susceptibilitate mai mare de contaminare decat cel livrat de catre ferme.

% Este oportuna educarea crescatorilor de animale cu privire la modalitatile de folosire a
preparatelor medicamentoase pe bazad de antibiotice, multi dintre acestia fiind tentati sa
utilizeze asocieri de antibiotice pentru tratamentul oricarei infectii banale, chiar in afara
recomandarilor medicului veterinar; de asemenea, este importanta respectarea timpilor de
eliminare Tn lapte corespunzatori fiecarui antibiotic.

& Este indicatd implementarea unui management periodic de control toxicologic a calitétii
laptelui si bazei furajere prin recoltarea de probe de la fiecare furnizor in parte, in acest fel

neconformitatile fiind mai rapid identificate si eliminate.



