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INTRODUCERE

In contextul intensificarii productiei zootehnice si al globalizirii lantului
alimentar, utilizarea agentilor antimicrobieni in medicina veterinara a devenit
indispensabila pentru mentinerea sanatatii si productivitatii animalelor de interes
economic. Totusi, administrarea frecventa a sulfonamidelor, trimetoprimului si, intr-o
masura mai mica, a dapsonei poate conduce la persistenta de reziduuri in carne, lapte,
oua si miere - produse destinate direct consumului uman. Aceste reziduuri reprezinta
un risc semnificativ pentru sanatatea publicd, determinand aparitia unor reactii alergice,
toxicitate cronica si, mai ales, favorizand aparitiei rezistentei antimicrobiene, fenomen
considerat de catre Organizatia Mondiala a Sanatatii ca una dintre cele mai grave
amenintari globale.

In acest cadru, teza urmareste o abordare integrati a problematicii reziduurilor
de antimicrobiene in alimente, pornind de la analiza reglementarilor europene si
internationale, pana la optimizarea si validarea unor metode moderne de detectie.
Accentul se pune pe tehnici de cromatografie lichida cuplata cu spectrometrie de masa
in tandem (LC-MS/MS), care asigura sensibilitate, specificitate si capacitate multi-
reziduu superioare metodelor clasice HPLC.

Cercetarea are patru obiective principale:

1. Analiza criticA a metodelor utilizate pentru detectarea sulfonamidelor,
trimetoprimului si dapsonei in produse de origine animala;

2. Dezvoltarea si validarea unei metode analitice performante, conforme
cerintelor europene (Decizia 2002/657/CE) si ghidurilor internationale de
bune practici;

3. Aplicarea metodei validate pe probe reale de carne, lapte, oua si miere, pentru
evaluarea gradului de conformitate cu limitele maxime admise (MRL);

4. Interpretarea rezultatelor in contextul riscurilor pentru sanatatea publica si
formularea unor recomandari pentru monitorizarea eficienta a reziduurilor.

Prin combinarea perspectivei reglementare cu progresele tehnicii analitice, teza
ofera solutii practice pentru imbunatirea masurilor de siguranta alimentara si pentru
reducerea riscului de rezistentd antimicrobiana. Rezultatele obtinute contribuie atat la
perfectionarea instrumentelor de control oficial, cat si la protejarea sanatatii
consumatorilor si a cresterii increderii publicului in produsele de origine animala.
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STRUCTURA TEZEI

Teza de doctorat intitulata " Contributii la determinarea reziduurilor de
substante antimicrobiene din produse de origine animala prin tehnici
cromatografice " este alcatuita din 151 de pagini si prezinta o iconografie ce insumeaza
un numadr de 31 de figuri si 31 de tabele. Aceasta este structurata in doua parti si este
realizatad in conformitate cu normele de redactare ale IOSUD USAMV-Cluj-Napoca.

Prima parte a tezei cuprinde 33 de pagini si este structurata in 2 capitole.

Capitolul 1, intitulat ,Introducere generald”, contureaza contextul utilizarii
antimicrobienelor In medicina veterinard, cu accent pe sulfonamide, trimetoprim si
dapsona. Sunt prezentate rolul lor in profilaxia si tratamentul bolilor la animalele de
interes zootehnic, riscurile asociate persistentei reziduurilor in alimente si impactul
acestora asupra sanatatii publice, In special prin favorizarea rezistentei antimicrobiene.
Tot aici sunt definite scopul general si obiectivele cercetdrii, precum si justificarea
alegerii temei in raport cu reglementdrile europene si internationale privind limitele
maxime de reziduuri (MRL).

Capitolul 2 - ,Stadiul actual al cunoasterii” - reuneste date detaliate despre
utilizarea antimicrobienelor in medicina veterinara, clasificarile lor dupa importanta
terapeutica si mecanism de actiune, modalitatile de administrare si metabolizare la
animale, precum si riscurile pentru consumatori. Sunt analizate reglementarile
europene si situatia actuald a consumului de antimicrobiene la nivelul UE, pe baza
rapoartelor EFSA, EMA si ESVAC. O parte consistenta este dedicatd caracterizarii
farmacodinamice a sulfonamidelor, trimetoprimului si dapsonei, cu prezentarea
structurii chimice, mecanismelor de actiune, spectrului antibacterian si mecanismelor
de rezistentd. In final, este discutati problematica reziduurilor antimicrobiene in
principalele matrice alimentare - carne, lapte, oua si miere - si mecanismele de transfer
pe lant alimentar.

Partea a doua a tezei este structurata in 6 capitole, care includ ipoteza de lucru,
obiectivele specifice, materialele si metodele utilizate, precum si prezentarea detaliatd a
rezultatelor experimentale. Fiecare dintre cele trei studii realizate este urmat de discutii
critice, in care datele obtinute sunt interpretate in raport cu literatura de specialitate si
cu reglementdrile in vigoare. Lucrarea se incheie cu ,Concluziile generale”, care
sintetizeaza contributiile aduse in domeniul detectiei si cuantificarii reziduurilor
antimicrobiene prin metode moderne de cromatografie lichida cuplata cu spectrometrie
de masa (LC-MS/MS), subliniind relevanta acestora pentru siguranta alimentara si
sanatatea publica. Ultimul capitol evidentiazad elementele de originalitate si contributiile
inovative, cu accent pe validarea metodei analitice propuse si aplicabilitatea ei in
programele oficiale de monitorizare a reziduurilor.
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OBIECTIVELE LUCRARII

Scopul general al cercetdrii este evaluarea si optimizarea metodelor analitice
pentru detectia si cuantificarea reziduurilor de sulfonamide, trimetoprim si dapsona in
produse alimentare de origine animald, cu dublu rol: asigurarea conformitatii cu
cerintele reglementarilor europene si protejarea sanatatii publice. Prin acest demers,
teza urmareste Intarirea capacitatilor de control oficial si de monitorizare, reducand
riscul expunerii consumatorilor la niveluri periculoase de antimicrobiene si limitand
dezvoltarea rezistentei bacteriene.

Obiectivele specifice pot fi sintetizate 1n cinci directii majore:

1. Analiza critica a literaturii privind metodele existente de determinare a
reziduurilor de antimicrobiene din carne, lapte, oua si miere;

2. Dezvoltarea unei metode moderne de analiza, cu accent pe tehnica LC-
MS/MS, capabila sa identifice si sa cuantifice cu acuratete compusii studiati;

3. Validarea metodei propuse in acord cu legislatia europeand si ghidurile
internationale, prin evaluarea parametrilor de performantd esentiali:
sensibilitate, specificitate, precizie, exactitate, stabilitate si robustete;

4. Aplicarea metodei validate pe probe reale prelevate din lantul de distributie,
pentru a determina nivelurile actuale de reziduuri si conformitatea cu limitele
maxime admise (MRL);

5. Interpretarea rezultatelor obtinute in raport cu riscurile pentru sinitatea
publica si formularea de recomandari practice privind monitorizarea si
controlul eficient al reziduurilor antimicrobiene 1n alimente.

Studiul 1 - Determinarea reziduurilor de sulfonamide in
carne de pasare folosind tehnica HPLC-FLD

Introducere

Cresterea intensivd a animalelor a dus la utilizarea pe scara largda a
antimicrobienelor In medicina veterinara, sulfonamidele fiind printre cele mai frecvent
administrate substante, datorita spectrului lor larg de actiune impotriva bacteriilor
Gram-pozitive si Gram-negative. Totusi, persistenta reziduurilor in alimente de origine
animala poate genera reactii alergice si, mai ales, poate contribui la dezvoltarea
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fenomenului de rezistenta antimicrobiana. Monitorizarea reziduurilor de antibiotice,
conform legislatiei europene, reprezinta o prioritate pentru siguranta alimentara si
sandtatea publica.

Scopul studiului

Lucrarea a avut ca si obiectiv dezvoltarea, validarea si aplicarea unei metode
selective si sensibile pentru identificarea si cuantificarea a 12 sulfonamide in carnea de
pasare, utilizand cromatografia lichida de inalta performanta cu detectie de fluorescenta
(HPLC-FLD). Studiul a urmadrit evaluarea nivelului de reziduuri in probe reale si
compararea rezultatelor cu limitele maxime admise (MRL) stabilite prin legislatia
europeana.

Materiale si metode

Au fost analizate 24 de probe de tesut muscular de pasare, recoltate lunar, timp
de un an, dintr-un areal stabilit. Metoda a implicat extractia sulfonamidelor cu
acetonitril, purificarea prin cartuse SPE C18 Strata-X, derivatizarea precoloanda cu
fluorescamina si analiza prin HPLC-FLD. Validarea metodei s-a realizat conform Deciziei
Comisiei 2002/657/CE, prin determinarea parametrilor de performanta: linearitate,
selectivitate, specificitate, sensibilitate, limite de detectie si cuantificare, precizie,
reproducibilitate, robustete si incertitudine de masurare.

Rezultate si discutii

Metoda dezvoltatd a demonstrat recuperari cuprinse intre 87-118%, o buna
repetabilitate (RSDr <6%) si reproductibilitate (RSDR <15%), precum si limite de
detectie situate intre 3,3-5,2 ug/kg, valori incadrate in cerintele legislative. In urma
aplicarii pe probe reale, reziduuri de sulfaquinoxalina au fost detectate In doua probe
(8,33% din total), la niveluri de 31,98 pg/kg si 23,70 pg/kg, sub limita maxima admisa
de 100 pg/kg. Concentratiile pozitive au provenit din acelasi lot, sugerand o posibila
nerespectare a perioadei de asteptare post-tratament. Rezultatele confirma relevanta
metodei pentru monitorizarea reziduurilor si pentru prevenirea riscurilor asociate
expunerii consumatorilor.
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Concluzii

Studiul demonstreaza pentru prima datd in Romadnia aplicabilitatea unei
metode HPLC-FLD pentru detectia si cuantificarea simultand a 12 sulfonamide in carnea
de pasdre. Metoda validata respecta standardele europene si poate fi utilizata in
programele de control oficial. Rezultatele obtinute subliniaza importanta monitorizarii
continue a reziduurilor de antimicrobiene, atat pentru siguranta alimentard, cat si
pentru reducerea riscului de rezistenta bacteriana.

Studiul 2 - Dezvoltarea si validarea unei metode LC-
MS/MS pentru detectia simultana a sulfonamidelor,
trimetoprimului si dapsonei in miere

Introducere

Mierea, apreciatd pentru valoarea sa nutritiva si terapeutica, este totodata
vulnerabild la contaminarea cu reziduuri de antimicrobiene utilizate in apicultura
pentru tratarea bolilor bacteriene si parazitare. Sulfonamidele, trimetoprimul si
dapsona sunt compusi de interes major, datoritd utilizarii lor frecvente si a riscurilor
asociate prezentei reziduurilor: inducerea rezistentei bacteriene, reactii alergice si
posibile efecte genotoxice. In Uniunea Europeand, legislatia interzice sulfonamidele si
dapsona in miere, aplicand o politica de toleranta zero, ceea ce face necesara dezvoltarea
unor metode analitice extrem de sensibile si specifice.

Scopul studiului

Lucrarea a urmarit dezvoltarea si validarea unei metode robuste de
cromatografie lichida de ultra-inalta performanta cu spectrometrie de masa in tandem
(UHPLC-MS/MS) pentru detectia simultana a 22 de sulfonamide, a trimetoprimului si a
dapsonei In probe de miere. Obiectivul principal a fost furnizarea unui instrument
analitic de Tnalta precizie, aplicabil in programele oficiale de monitorizare a reziduurilor
de medicamente veterinare din Romania.
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Materiale si metode

Metoda a presupus: pregatirea probelor prin hidroliza acida si extractie in
faza solida (SPE) pentru a separa antimicrobienele de matricea complexa a mierii;
analiza cromatografica realizatd pe o coloana C18 submicronica, cu detectie prin
spectrometrie de masa triplu cvadrupol in modul ESI pozitiv; calibrare pe matrice
poliflora, la concentratii intre 5-150 pg/kg pentru sulfonamide si trimetoprim si 0,5-15
ng/kg pentru dapsona si validare conform Deciziei CE 2002/657 si ghidurilor SANCO,
prin testarea parametrilor de performanta: liniaritate, sensibilitate, specificitate,
recuperare, precizie (RSDr, RSDR), limite de detectie si de cuantificare, CCa, CCp,
stabilitate si incertitudine de masurare.

Rezultate si discutii

Metoda dezvoltata a demonstrat o excelenta sensibilitate, cu limite de
detectie sub valorile minime de performanta recomandate (LOD <1 pg/kg pentru
majoritatea sulfonamidelor si trimetoprim, respectiv <0,5 pg/kg pentru dapsona).
Recuperarile s-au situat intre 80-120%, iar coeficientii de corelatie au depasit 0,99.
Precizia, atat ca repetabilitate, cat si ca reproductibilitate, a fost in limitele cerute (RSD
<20%). In probele reale de miere analizate, nu au fost identificate reziduuri peste
limitele de decizie (CCa), confirmand eficienta metodei in detectarea compusilor
interzisi la niveluri foarte reduse.

Concluzii

Acest studiu raporteaza pentru prima data in Romania dezvoltarea si validarea
unei metode UHPLC-MS/MS pentru detectia simultana a sulfonamidelor,
trimetoprimului si dapsonei in miere. Metoda respecta cerintele europene, este
aplicabila 1n laboratoarele oficiale si reprezinta un instrument strategic pentru
monitorizarea sigurantei produselor apicole. Prin sensibilitatea si specificitatea ridicata,
metoda contribuie la implementarea politicii europene de tolerantd zero privind
reziduurile antimicrobiene in miere, asigurand protectia sanatatii publice si cresterea
increderii consumatorilor in produsele apicole autohtone.
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Studiul 3. identificarea si cuantificarea reziduurilor de
sulfonamide trimetoprim si dapsona in oua de consum

Introducere

Sulfonamidele reprezintd, dupa tetracicline, una dintre cele mai utilizate clase
de antibiotice veterinare in Uniunea Europeand, datorita spectrului larg de actiune si
costului redus. Administrarea lor, precum si a compusilor adjuvanti precum
trimetoprimul si dapsona, poate conduce la persistenta reziduurilor in alimente, inclusiv
in oud, cu posibile efecte adverse asupra sanatatii consumatorilor: reactii alergice,
toxicitate cronici si favorizarea rezistentei antimicrobiene. in timp ce pentru tesuturile
animale existd limite maxime admise (MRL) stabilite prin reglementarile europene,
pentru oua nu au fost definite MRL-uri, ceea ce impune o politica de toleranta zero.
Aceasta situatie reclama metode analitice extrem de sensibile si selective, capabile sa
detecteze si sa cuantifice niveluri foarte scazute de reziduuri.

Scopul studiului

Studiul a urmarit dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de
cromatografie lichida de ultra-inalta performanta cu spectrometrie de masa in tandem
(UHPLC-MS/MS) pentru identificarea si cuantificarea simultana a 22 de sulfonamide, a
trimetoprimului si a dapsonului in oua de consum.

Materiale si metode

Au fost analizate 20 de probe de oua provenite din ferme conventionale si
ecologice din judetul Cluj. Probele au fost omogenizate, supuse unei extractii succesive
cu acetonitril, degresate cu hexan si purificate prin cartuse SPE Strata-X. Analiza
cromatografica a fost realizata pe o coloana Pursuit XRs Ultra C18, cu faza mobila binara
acidificata, in regim de gradient. Detectia s-a efectuat prin LC-MS/MS in modul
electrospray pozitiv, monitorizand tranzitii multiple de reactie specifice pentru fiecare
analit. Validarea a fost realizata conform Deciziei CE 2002/657/CE si ghidurilor SANCO,
testand parametri precum linearitate, selectivitate, specificitate, sensibilitate, precizie,
recuperare, limite de decizie (CCa), capacitate de detectie (CCB), robustete si
incertitudine de masurare.
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Rezultate si discutii

Metoda dezvoltata a demonstrat o sensibilitate excelenta, cu limite de detectie
sub 1 pg/kg pentru majoritatea sulfonamidelor si trimetoprim si sub 0,5 ug/kg pentru
dapsona. Recuperadrile s-au incadrat Intre 80-120%, iar coeficientii de corelatie ai
curbelor de calibrare au depasit 0,99. Precizia metodei a fost confirmata prin valori ale
repetabilitatii si reproductibilitatii sub 20% pentru toti analitii. Analiza probelor reale
nu a evidentiat depasiri ale limitelor de decizie, confirmand conformitatea probelor
testate. Totusi, prezenta unor urme sub limitele de cuantificare demonstreaza utilitatea
metodei pentru detectarea precoce a contaminarilor.

Concluzii

Studiul valideaza pentru prima data in Romania aplicarea unei metode UHPLC-
MS/MS pentru detectia simultana a unui spectru larg de sulfonamide, alaturi de
trimetoprim si dapsond, in ouda de consum. Metoda respecta standardele europene,
prezinta o sensibilitate ridicata si o precizie robust3, fiind adecvata pentru programele
de monitorizare oficiala. Implementarea acestei tehnici contribuie la garantarea
sigurantei alimentare si la reducerea riscului de expunere a consumatorilor la reziduuri
de antimicrobiene, sprijinind totodata strategia europeand de combatere a rezistentei
bacteriene.

CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat a avut ca si scop dezvoltarea, validarea si aplicarea unor
metode moderne pentru detectia si cuantificarea reziduurilor de antimicrobiene in
produse alimentare de origine animala, vizand trei matrici cu relevanta majora: carnea
de pasare, mierea si oudle de consum.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca metodele propuse — HPLC-FLD pentru
carne de pasdre si LC-MS/MS pentru miere si oua - respecta cerintele europene si
internationale privind validarea, fiind caracterizate prin specificitate ridicata,
sensibilitate excelentd, recuperari corespunzatoare si reproductibilitate solida.
Aplicarea pe probe reale a confirmat atat robustetea metodelor, cat si relevanta lor
practicd pentru monitorizarea sigurantei alimentare. Detectarea reziduurilor de
sulfaquinoxalind in doua probe de carne de pasdre, la niveluri sub MRL, ilustreaza
importanta respectirii perioadei de asteptare post-tratament. in cazul mierii, metoda
validatd a trecut cu succes o testare internationala (Fapas), confirmand aplicabilitatea in
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reteaua globala de monitorizare. Pentru oud, metoda dezvoltata s-a dovedit extrem de
sensibila si robust3, cu posibilitate de extindere la alte produse complexe.

Lucrarea subliniazd necesitatea consolidarii planurilor nationale de control,
perfectionarii cadrului legislativ (in special pentru miere si oud, unde lipsesc MRL-uri
clar definite) si implementarii unei abordari One Health, care sa coreleze sanatatea
animalelor, siguranta alimentelor si sanatatea publica.

ORIGINALITATEA SI CONTRIBUTIILE INOVATIVE ALE TEZEI

Originalitatea tezei constd In integrarea unor metode moderne, fiabile si
aplicabile imediatin controlul sanitar-veterinar si in monitorizarea reziduurilor.
Contributiile majore includ:

e primul studiu in Romania privind dezvoltarea unei metode multireziduale
HPLC-FLD pentru carne de pasare;

e validarea si aplicarea unei metode LC-MS/MS pentru miere, confirmata prin
scheme internationale de competenta;

e extinderea metodei LC-MS/MS la oud de consum, o matrice complexa si putin
abordata la nivel national;

e crearea unei platforme metodologice unitare, adaptabile pentru diferite
produse alimentare;

e furnizarea de date primare privind contaminarea alimentelor cu
antimicrobiene in Romania;

e sprijinirea autoritatilor de control si a laboratoarelor oficiale prin instrumente
de analiza cu valoare aplicativa imediata.

in ansamblu, cercetarea aduce o contributie stiintifici si practici semnificativa la
domeniul sigurantei alimentare, prin validarea unor metode performante, comparabile
cu cele utilizate la nivel international, si prin promovarea unei abordari integrate menite
sa protejeze sanatatea publica si sa limiteze impactul rezistentei antimicrobiene.
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