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Teza de doctorat este structérat dou parti principale distincte $tudiu bibliografic

si Cercetiri proprii), alituri de cuprins, rezumat, introduceidibliografie.
PARTEA |, STUDIU BIBLIOGRAFIC, cuprinde do@ capitole, respectiv:

CAPITOLUL | - LAPTELE, COMPONENT DE BAZA AL ALIMENTATIEI
UMANE descrie aspectele esate ale importatei laptelui Tn dieta umain echilibrat,
precumsi principalele caracteristici ale laptelui, fiindrgcturat in urritoarele subcapitole:
Alimentaia si sanatatea, Importara laptelui, Caracteristicile organoleptice ale |abhi
(Aspectul si consistera laptelui, Culoarea laptelui, Gustul laptelui, dul laptelui)
Caracteristicile fizico-chimice ale laptelui, Congwa chimici a laptelui (Apa, Lipidele,
Glucidele, Proteinele, Substate minerale, Vitaminele, EnzimelelParametrii de calitate
pentru acceptarea laptelui crud in uinte de tratare si/sau procesare, Managementul

asigurrii calit arii laptelui.

CAPITOLUL Il - SUBSTANTELE INHIBITOARE DIN LAPTE prezint aspecte
legate de principalele substarinhibitoare care pot fi prezente in lapte, pregurspectele
negative ale reziduurilor substalor antibacteriene din lapte asupranasatiic omului si
prelucirii industriale a laptelui, fiind structurat in ufitparele subcapitoleConsideraii
generale privind prezea substarelor inhibitoare in lapte, Clasificarea substafor
antibacteriene, Spectrul de fame, Mecanismele de @ine, Farmacocinetit, Sigurana

alimentelorsi xenobioticele chimice, Consegie prezerei substarelor inhibitoare in lapte
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asupra consumatorulu{Efectele negative ale reziduurilor de antibiotiasupra omului,

Implicatii de ordin tehnologic, Limite maxime admise aleideurilor de antibiotice n lapte).

PARTEA A II-A, CERCETARI PROPRII, cuprinde trei capitole, respectiv
Materialesi metode de lucru, Rezultagiediscuii, Concluziisi recomandri.
Cele trei scopuri principale ale acestei teze d#atat au fost reprezentate de:

- monitorizarea prezeei sau abseai reziduurilor unor substgn antibacteriene (in
principal antibiotice) Tn laptele crud prin testgide bazate pe metode microbiologice
(teste calitative microbiene);

- identificarea grupelor de antibiotige respectiv sulfamide aleaor reziduuri au fost
identificate in probele pozitive, utilizand radiainpbanaliza (testul semicantitativ
Charm Il bazat pe receptori microbieni);

- cuantificarea reziduurilor de substarantibacteriene (prin metoda imunoenzinatic
ELISA) si compararea valorilor almute cu limitele maxime admise de legisa
naionak si europeaa in vigoare.

CAPITOLUL IIl - MATERIALE S| METODE DE LUCRU

Pentru desisurarea studiilor, au fost recoltate probe de laptel din cinci centre de
colectaresi doua ferme de bovine situate in jurul eudui Bucursti (judetul lifov), care
furnizeaz in mod constant lapte crud pentru consum oamedilorBucurati, dar si lapte
materie prind catre unifiti de procesare. Probele destinate detetrimimeziduurilor de
substare inhibitoare din lapte au fost prelevate respettanumite reguli de recoltare,
etichetare, ambalare, transpgrtimp de intrare a probelor in lucru.

Cercetrile au fost efectuate in cadrul unui interval deng, intre 2008i 2013, pe un
numar de 2214 probe de lapte crud recoltat din cinoireede colectarg doua ferme situate
in jurul orgului Bucursti, dupi cum urmeax 421 probe in anul 2008, 378 probe in anul
2009, 397 probe Tn anul 2010, 227 probe Tn anul 2804 probe in anul 2052387 probe n
anul 2013.

in scopul determiirii reziduurilor de substae inhibitoare din probele de lapte crud
s-a apelat la o succesiune de etape de lucru,atdéspe

1. Testul calitativ microbian

S-a utilizat pentru screeningul (monitorizarea) sdahelor inhibitoare prezente in
laptele crud. Fiind un test calitativ, acesta nu idformaii precise asupra substen
inhibitoare in caux si nici asupra cantitii in care ea seagete in prold, insi prezint

avantaje majore: depiste@aprobele pozitive, le poate elimina pe cele negataste relativ
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ieftin, nu necesit aparatut costisitoare, se poate aplica atat in coinde teren, céagi de
laborator, iar rezultatele sunt furnizate in apmeediv 3 ore. Acest test a permis identificarea
prezenei celor mai multe dintre substafe antibacteriene utilizate Tn terapia vetengicu
risc sporit de contaminare a laptelui.

Testul utilizat in acest studiu (Delvotest SP ND)18 permis identificarea prezenin
probele de lapte crud analizate a &twarelor substge antibacteriene: penicilin G,
cloxacilina, dicloxacilimi, oxacilim, nafcilinda, ampicilimi, amoxicilim, cefapirirg,
cefalonium, cefalexity cefacetril, cefoperazan ceftiofur, tetraciclia, oxitetraciclira,
clortetracicliri, tilozina, eritromiciri, lincomicini, spiramicid, gentamicii, neomicir,
dihidrostreptomicia, kanamicid, cloramfenicol, sulfametazin sulfadimetoxi#i, sulfatiazol,
sulfadiazira, dapsoa, trimetoprim, fiind considerat la ora actui@el mai performant test de
acest tip.

2. Testul semicantitativ Charm |l bazat pe receptori microbieni

Acest test a fost utilizat Tn cazul probelor caver@ationat pozitiv la testul calitativ
microbian si se bazeaz pe legarea ireversiliila grugrilor functionale ale substaslor
antibacteriene din prabde situsurile receptoare ale bacteriilor testdwestul impliG si
utilizarea de substam antibacteriene marcate radioactiv'éd sau®H care competioneaz
cu inhibitorii din profa.

3. Testul cantitativimunoenzimatic

Testul ELISA a fost utilizat ca o metbaantitatii de determinare a reziduurilor de
substare antibacteriene din lapte. Metoda imunoenziniatampetitii se bazeaizpe reatia
antigen-anticorp, iar rezultatele tolute pot fi cuantificate in scopul aprecierii gtattve a
reziduurilor de substa@ inhibitoare din probele de lapte analizate. Tdrgh cerceirilor
efectuate, au fost utilizate kituri pentru deteranea substaalor antibacteriene furnizate de

firmele R-Biopharm (Germania) Bioo Scientific (S.U.A.).

CAPITOLUL IV - REZULTATE $1 DISCUTI

Utilizand testul calitativ microbian Delvotest SP NT 100, in intervalul 2008-2013 au
fost analizate 2214 probe de lapte crud recoltatecithci centre de colectage doui ferme
situate Tn jurul orgului Bucursati (judetul lifov). Dintre cele 2214 probe analizate, 203ake
(91,78%) au furnizat rezultate negative, 94 proh@5%) au furnizat rezultate dubioase, in
timp ce 88 probe (3,97%) au furnizat rezultate e

In scopul depigirii eventualelor reai fals-pozitive si pentru a clarifica situi

probelor dubioase, probele care au furnizat retaulp@zitivesi dubioase in urma aphdi
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initiale a testului Delvotest SP NT 100 au fost reaatdi dup tratarea termictimp de 10
minute la 82°C. In urma retési probelor care inial prezentasér reagie pozitivi si
dubioad, dup tratamentul termic, a fost stabilit un namde 84 probe (3,79% din total) care
la prima testare au prezentat ngafals pozitia, acestea fiind considerate in final probe
negative.

Astfel, Tn urma utiliZrii testul calitativ microbian Delvotest SP NT 1@Dbn cele 2214
probe de lapte crud analizate, 2116 probe (95,5#?dadal probe analizate) au prezentat
rezultat negativ, in timp ce 98 probe (4,43% ditalt@robe analizate) au fost detectate ca
fiind pozitive, respectiv au canut reziduuri de substén antibacteriene in concenteamai
mare decét limita de detgza metodei.

In ceea ce privge corelarea probelor pozitive cu sezonul, diniaaalatelor obnute
a reiait faptul c, pe parcursul intervalului luat in studiu, cel nmare nurar de probe
pozitive a fost nregistrat in lunile de p#ivari (perioada martie-mai). in urma prelaGr
statistice a rezultatelor gbute, s-a observat o desgexe treptat a nunarului de probe
pozitive pentru reziduurile de substarantibacterieneatre inceputul veriisi pe parcursul
acesteia, precunsi 0 nou crestere la inceputul toamnei, thau la nivelurile inregistrate in
lunile de prinivara. Comparativ cu luna octombrie, dinamica probelmifive a manifestat o
linie descendentpe parcursul iernii, in acest anotimp contaminateeaeziduuri de substgn
antibacteriene situandu-se la cel mai mic nivelgresamblul intregului an.

Deter minar ea semicantitativa areziduurilor de substae antibacteriene din probele
de lapte crud a fost realizaprin metoda de radioimunoanaliza Charm I1, scopul fiind
acela de a identifica grupele de substaantibacteriene in care se incadiesziduurile
prezente in probele determinate ca fiind pozitivarma apli&rii testului calitativ microbian.

Metoda utilizai a permis incadrarea subgglor antibacteriene prezente ca reziduuri
in probele de lapte crud analizate in 7 gruperditti aminoglicozide tip I, aminoglicozide tip
[I, amfenicoli, betalactamine, macrolide/lincosamitetracicline, sulfamide.

In urma efectarii analizelor, din cele 98 probe analizate, 69ber¢70,41%) au fost
contaminate cu o singuclas de substae antibacteriene, iar 29 probe (29,59%) auioah
reziduuri de substam antibacteriene incadrate in dauupe diferite.

in ansamblul perioadei luate in studiu, n prohmeitive contaminate cu o singur
grupa de substae antibacteriene, antibioticele betalactamice &t iftentificate Tn 38 probe
(55,07%), tetraciclinele in 11 probe (15,94%), avgiicozidele tip | (neomicif
gentamicif) in 5 probe (7,25%), aminoglicozidele tip 1l (gtt@micin, dihidrostreptomicia,
gentamicid) in 7 probe (10,14%), macrolidele/lincosamidele Snprobe (7,25%), iar
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sulfamidele in 3 probe (4,35%). Antibioticele diruga amfenicolilor nu au fost identificate
Tn nicio prola analizai.

In privinta probelor in care s-au identificat reziduuri déostane antibacteriene
apatinand a doa grupe diferite, s-a remarcat frecv@nfoarte mare a asocierii
betalactaminelor cu aminoglicozidelgiut fiind faptul & aceste dauigrupe de antibioticesit
completeaz foarte bine spectrul de activitate; din totalub@srilor determinate n cadrul
experimentelor, aced@gistombinaie a fost identificat in 20 din cele 29 probe analizate. De
asemenea, au fost identificaie probe in care s-au determinat asocieri intre rdeve
aminoglicozide, precumgi asocieri intre aminoglicozidg tetracicline, acest lucru fiind in
strand legatura cu utilizarea acestor antibiotice in tratamentahmtelor la vacile de lapte.

Conform rezultatelor globale, au fost identific&tprobe de lapte canand reziduuri
de antibiotice din grupa betalactaminelor (47,2440)de probe de lapte agménd reziduuri
de aminoglicozide (31,50%), 15 probe de laptegioand reziduuri de tetracicline (11,81%), 9
probe de lapte comand reziduuri de macrolide / licosamide (7,09$6B probe de lapte
continand reziduuri de sulfamide (2,36%). Nu au fostnigficate probe de lapte caré s
contina reziduuri de antibiotice din grupa amfenicolilor.

in ansamblu, in perioada 2008-20p8in tehnica ELISA s-au determinat cantitativ
reziduuri de substam antibacteriene in 127 probe de lapte crud. Diateste 127 probe, 60
probe au fost pozitive pentru reziduuri loketalactamingcea mai mig valoare a reziduurilor
a fost de Gug/kg, iar cea mai mare valoare a fost deugikg, cu o medie de 26,1/kg.

Desi kitul ELISA utilizat in acest studiu nu a permdeterminarea figgui
reprezentant al clasei betalactaminelor, ci dogrugei in ansamblu, nivelurile determinate
pot fi considerate maritindnd cont de faptulaclimitele maxime admise in lapte pentru
penicilina G, ampiciliri si amoxicilina sunt de 4u1g/kg, Tn condiile in care aceste antibiotice
sunt recunoscute ca fiind cele mai utilizate betalaine in terapeutic

in privinta reziduurilor deaminoglicozide in cadrul perioadei luate Tn studiu s-au
analizat 40 probe pozitive. Este de remarcat fagituhetoda utilizat a permis identificarea
exacti a antibioticului aminoglicozidic; astfel, Tn prdbeanalizate au fost identificate
antibioticele gentamiciy streptomicifi / dihidrostreptomicia si neomicira.

Reziduurile de gentamicinau fost determinate in 7 probe de lapte; cea mei m
valoare a reziduurilor a fost de 114§/kg, iar cea mai mare valoare a fost de g§/kg, cu o
medie de 221,14g/kg. Toate cele 7 probe au prezentat reziduutedasita maxind admis
(100 ug/kg).

Reziduurile de neomicinau fost determinate in 12 probe de lapte; ceamei
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valoare a reziduurilor a fost de 30§/kg, iar cea mai mare valoare a fost de 2a8@g, cu o
medie de 849,839/kg. Este de remarcat faptul doar dod probe au prezentat valori ale
reziduurilor de neomicihmai mari decat limita maxignadmis (1.500ug/kg).

In ansamblu, in perioada 2008-2013 s-au inregigfrairobe pozitive pentru reziduuri
de streptomicia / dihidrostreptomici; cea mai mig valoare a reziduurilor a fost de 302
ug/kg, iar cea mai mare valoare a fost de 6@&g, cu o medie de 409,9%)/kg. Toate cele
21 probe au prezentat reziduuri peste limita maxadmis (200 pg/kg). Nici in cazul
reziduurilor de streptomicin/ dihidrostreptomicia nu s-a putut observa o tengirclai de
evoluie n sens descregtor a concentrglor determinate in decursul celgase ani de studiu.

Pe parcursul celor 6 ani de studiu s-au inregidBgirobe pozitive pentru reziduuri de
tetracicline cea mai mig valoare a reziduurilor a fost de 1{i§/kg, iar cea mai mare valoare
a fost de 4431g/kg, cu o medie de 224,2i9/kg. Toate cele 15 probe au prezentat reziduuri
peste limita maxir admis (100 ug/kg).

Din cele 127 probe pozitive pentru reziduuri dessate antibacterienenacrolidele
au fost identificatgi cuantificate Tn 9 probe de lapte crud.

Reziduurile de tilozia au fost determinate in 6 probe de lapte; cea n waloare a
reziduurilor a fost de 6gg/kg, iar cea mai mare valoare a fost de jd&g, cu o medie de
88,17 ug/kg. Toate cele 6 probe au prezentat reziduurtepbsita maxindi admis (50
ng/kg).

Reziduurile de eritromicih au fost determinate in 3 probe de lapte; cea mei m
valoare a reziduurilor a fost de p@/kg, iar cea mai mare valoare a fost deu§ikg, cu o
medie de 7&g/kg. Toate cele 3 probe au prezentat reziduutedesita maxind admisi (40
ng/kg).

Reziduurile desulfamideau fost determinate in 3 probe de lapte; cea ni valoare
a reziduurilor a fost de 7jg/kg, iar cea mai mare valoare a fost de 1gg, cu o medie de
125,33ug/kg. Din cele trei probe pozitive, doar dgarobe au prezentat reziduuri peste limita
maxima admis (100 ug/kg).

CAPITOLUL V. CONCLUZII §I RECOMANDARI prezing un numir de 17

concluziisi recomandri desprinse din rezultatele fute.
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