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CUVINTE CHEIE

Evaluarea riscului de mediu, medicamente veterinare, metoda software de evaluare a riscului de mediu,
monitorizarea antibioticelor din apele de suprafata, metoda SPE-online-UHPLC-MS/MS .

INTRODUCERE

Extinderea continud a populatiei umane a condus la o proliferare a cantitatii si diversitatii produselor
medicinale veterinare consumate si ulterior excretate in mediu.

In acest studiu de doctorat, compusii de interes sunt antibioticele, ingrediente active din
medicamentele de uz veterinar care au devenit o componenta integranta in mentinerea sanatatii animalelor
dar in acelasi timp, si o mare Ingrijorare din cauza efectelor potentiale asupra mediului. Prevenirea
rezistentei la antimicrobiene, o preocupare in crestere pentru sandtatea publica, necesitd un control riguros
al consumului acestora, monitorizarea reziduurilor, evolutia si eliminarea din mediul inconjurator [1-9].

In evaluirile riscului de mediu ale produselor farmaceutice veterinare, cerute de U.S. Food and
Drug Administration (FDA) din 1980 si in Uniunea Europeana din 1997, sunt analizate efectele
medicamentelor veterinare asupra mediului. Rezultatele studiilor efectuate in aceste evaluari sunt accesibile
in numeroase publicatii si ofera informatii cu privire la impactul medicamentelor de uz veterinar asupra
mediului inconjurator [10-13]. Toate evaluarile prezentate in aceastd teza ajutd la intelegerea riscului
ecologic potential al acestor medicamente veterinare pentru a dezvolta strategii de management in vederea
reducerii acestora in mediu. Antibioticele nu sunt reglementate prin standardele europene actuale de calitate
a apei, ceea ce necesitd dovezi privind contaminarea lor pe scara larga a mediului. Rezultatele acestor studii
oferd informatii privind reziduurile prezente in sol, apa, sediment si riscul de mediu al substantelor
individuale fatd de organismele tinta si non-tinta. [14-19].

Importanta majora pe care o prezintd studiile de evaluare a impactului asupra mediului a produselor
medicinale veterinare in vederea obtinerii autorizatiei pentru comercializarea lor, a constituit unul din
motivele alegerii temei prezentei teze de doctorat. Al doilea argument care a motivat alegerea temei, este
de a veni in sprijinul evaluatorilor prin crearea unei metode software care sa le permita efectuarea unor
analize de evaluare a riscului de mediu deosebit de minutioase in perioade extrem de reduse de timp.
Tematica tezei de doctorat este in concordanta cu preocuparea continud a Uniunii Europene pentru cresterea
calitatii vietii prin reducerea poluarii. Evaluarile de risc de mediu au fost efectuate in conformitate cu
pescriptiile si recomandarile ghidului Agentiei Europene a Medicamentului (EMEA).

Poluantii tinta ai prezentei teze de doctorat sunt medicamentele veterinare analizate:

- LEVASOL 10%, solutie orald pentru bovine, ovine, caprine, suine si pasari care contine 100
mg/ml levamisol clorhidrat.

-TIASOL 10% - solutie orala, indicat la suine, iepuri si pasdri (gdini, pui broileri, curci, porumbei,
fazani, bibilici) care contine 100mg/ml tiamulin hidrogen fumarat.

- FLORFENICOL FP 10% - solutie orala pentru gaini (broileri, tineret inlocuire) si suine care
contine 100 mg/ml florfenicol.

- LIN — SPE — MIX 880 - pulbere hidrosolubila pentru suine si pui de giina care contine 293mg/g
lincomicina, si 293mg/g spectinomicina.

- AMPROLIUM FP 25% premix pentru broileri, gaini, curcani, care contine 250 mg/g amprolium.

- BENZILPENICILINA POTASICA PASTEUR 25% - pulbere orala pentru purcei, pui de gaina,
pui de carne si curcani care contine 250mg/g benzilpenicilind potasica (Penicilina G).

Scopul si obiectivele tezei de doctorat

Prin acest studiu de doctorat s-a urmarit aducerea de contributii privind elaborarea de evaluari
pentru determinarea riscului de mediu ale produselor medicinale veterinare. Tn cadrul tezei de doctorat a
fost elaborata o procedura care a avut drept scop determinarea continutului de antibiotice din probe de apa
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de suprafata utilizand tehnica SPE-online-UHPLC-MS/MS. Obiectivul principal al acestei teze de doctorat
este reprezentat de dezvoltarea si aplicarea unei metodologii noi pentru a evalua riscul de mediu al
produselor medicinale veterinare, metoda software de analiza creata pe baza unui agoritm propriu. Pentru
atingerea acestui obiectiv, au fost dezvoltate trei directii principale de cercetare, dupa cum urmeaza:

1. Studii privind evaluarea riscului de mediu a medicamentelor veterinare LEVASOL 10%,
TIASOL 10% , FLORFENICOL FP 10% si LIN — SPE — MIX 880, pe baza unei metode analitice de analiza
conform prevederilor ghidului EMEA.

2. Studii privind evaluarea riscului de mediu a medicamentelor veterinare BENZILPENICILINA
POTASICA PASTEUR 25% si AMPROLIUM FP 25% pe baza unei metode software de analiza creata pe
baza unui agoritm propriu care respectd prevederilor ghidului EMEA.

3. Studii privind elaborarea unor proceduri care au avut drept scop determinarea continutului de
antibiotice din probe de apa de suprafatd (penicilina G si trimethoprim), utilizand tehnica SPE-online-
UHPLC-MS/MS.

Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat este structurata pe 7 capitole.

Introducerea prezinta aspectele referitoare la impactul produselor medicinale veterinare asupra
mediului si necesitatea evaludrii riscului de mediu. In aceasta sectiune sunt prezentate obiectivul principal
al tezei, directiile urmate pentru atingerea acestui obiectiv si activitdtile de cercetare.

Capitolul 1 prezinta procedura de evaluare a impactului asupra mediului a medicamentelor veterinare
conform legislatiei europene si o sintezd privind stadiul actual al cercetarii privind evaluarea impactului
produselor medicinale veterinare asupra mediului.

Capitolul 2 descrie in detaliu cercetari proprii de evaluare a riscului de mediu pentru 4 antibiotice
veterinare, care au fost aplicate in acest studiu pentru a evalua cerinta de sigurantd a medicamentelor
veterinare care contin aceste antibiotice.

Capitolele 3 si 4 prezintd contributiile originale ale acestei teze de doctorat ce constau in
elaborarea unei metode software pentru analiza riscului de mediu creatd pe baza unui algoritm propriu
de calcul si avantajele aplicarii acestei metode.

Capitolele 5 si 6 descrie elaborarea unei proceduri care a avut drept scop determinarea continutului
de antibiotice din probe de apa de suprafata si apa reziduala, utilizand tehnica SPE-online-UHPLC-MS/MS
si prezinta rezultatele monitorizarii penicilinei G, trimetoprimului din apele de suprafata prin SPE-online-
UHPLC-MS/MS.

Ultimul capitol prezinta Concluziile generale ale acestui studiu, urmate de prezentarea referintelor
utilizate Tn elaborarea tezei de doctorat, lista cu lucrarile publicate in reviste de specialitate internationale
cotate ISI si lista cu lucrdri prezentate la conferinte nationale si internationale.

Rezultatele obtinute in urma cercetarilor realizate in cadrul studiului de doctorat au fost comunicate
la manifestari stiintifice si de asemenea publicate/acceptate/trimise spre publicare in reviste de specialitate
(Activitate stiintifica).
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CAPITOLUL 1.
STADIUL ACTUAL AL CERCETARII PRIVIND EVALUAREA IMPACTULUI ASUPRA
MEDIULUI A MEDICAMENTELOR VETERINARE

1.1. Legislatia europeana privind evaluarea impactului asupra mediului a medicamentelor veterinare

Cercetarile privind evaluarea riscului de mediu (ERA) au ca scop identificarea riscurilor pentru
mediu precum si necesitatea unor masuri specifice de minimizare a riscurilor.

ERA are in vedere administrarea medicamentului, proprietatile fizico-chimice si ecotoxicologice
ale substantelor sale active. Rezultatul ERA este rezumat in raportul de evaluare al Comitetului pentru
produse medicamentoase de uz veterinar (CVMP) si este disponibil in Raportul public european de evaluare
(EPAR) al medicamentului.

VICH este un program trilateral (UE-Japonia-SUA) care vizeazd armonizarea cerintelor tehnice
pentru inregistrarea produselor de uz veterinar (Veterinary International Conference on Harmonization). In
UE, orientarile stiintifice si reglementarile privind ERA sunt elaborate si adoptate de (CVMP) al Agentiei
Europene pentru Medicamente (EMEA), cu sprijinul expertilor de la Grupul de lucru pentru evaluarea
riscurilor de mediu (ERAWP) al CVMP. Inainte de aprobarea sa de citre Comitet, orice proiect de ghid
este publicat pentru consultare, pentru a permite partilor interesate sa ofere contributii.

Evaluarea riscului asupra mediului este o investigatie complexa a expunerii factorilor de mediu la
substantele active dintr-un produs medicinal veterinar si a efectelor adverse rezultate. Ghidul
EMEA/CVMP/ERA/418282/2005 structurat in doua faze de evaluare, Faza I (VICH GL6) si Faza I (VICH
GL38) sta la baza unei evaluari de risc de mediu. Cerintele de evaluare a riscului pentru mediu 1n functie
de tipul de procedura, sunt incluse in ghidul EMEA/CVMP/182112/2006 aprobat in 2009. Aceste
documente de orientare au fost elaborate de VICH pentru a armoniza cerintele de date si procesul de
evaluare a riscurilor de baza pentru aprobarea, autorizarea produselor medicamentoase veterinare in tarile
participante. Regulamentul (UE) 2019/6 din ianuarie 2022, urmaireste actualizarea cadrului de
reglementare pentru produsele medicinale veterinare si Inlocuieste Directiva 2001/82/CE.

Conform noului regulament, Comisia are la dispozitie 3 ani de la data intrarii in vigoare (ianuarie
2025) pentru a studia fezabilitatea transferarii evaludrii riscurilor de mediu de la o abordare bazatd pe
produse la o abordare bazata pe substante. Evaluarea riscului bazatd pe substante ar fi axatd pe dezvoltarea
monografiilor cuprinzatoare ale substantei active la care pot face referire solicitantii de produse noi sau
generice atunci cand pregatesc cererea de autorizare a produsului si faptul ca nu ar fi nevoie sa se replice
studii care existd deja, ar conduce la evaluari de risc armonizate si robuste, oferind o caracterizare mai
cuprinzatoare a riscurilor.

Micsorarea riscului este o parte esentiala a evaludrii produselor si poate fi utilizata pentru a
restrictiona riscul asociat cu un produs la un nivel acceptabil, sau chiar de a inldtura complet un astfel de
risc. In principiu, aplicantul trebuie si propuni masuri de micsorare a riscului, si, daca este cazul,
eficacitatea unor astfel de masuri trebuie sa fie dovedita de datele din dosar.

Documentul de orientare tehnica al Agentiei Europeane pentru Produse Chimice (ECHA),
“Technical Guidance Document supports legislation on assessment of risks of chemical substances to
human health and the environment” (TGD) sprijind legislatia privind evaluarea riscurilor substantelor
chimice pentru sandtatea umana si pentru mediu si include noi abordari in evaluarea riscului produselor
medicinale veterinare (Directive 93/67/EEC privind evaluarea riscurilor pentru noile substante notificate,
Regulation (EC) No 1488/94 privind evaluarea riscurilor pentru substantele existente, Directive 98/8/EC al
Parlamentului European si al Consiliului privind introducerea pe piata a produselor biocide).

Ghidul national privind utilizarea prudenta a antimicrobienelor in medicina veterinara actualizat n
februarie 2020, Intocmit 1n baza legislatiei sanitare veterinare in vigoare, oferd informatii utile in evaluarea
antibioticelor veterinare [20-24].

1.2. Evaluarea impactului asupra mediului a medicamentelor veterinare

Analiza impactului asupra mediului este o evaluare a posibilelor pericole pentru mediu prezentate
de un medicament veterinar.
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Figura 1.1. Evaluarea riscului de mediu pentru medicamentele veterinare in UE

Agentia Europeana pentru Medicamente (EMEA) ia in considerare riscurile de mediu ale unui
medicament veterinar in evaluarea beneficiului/risc si ofera indrumari pentru a ajuta solicitantii de
autorizatie de introducere pe piatd sa evalueze impactul asupra mediului al medicamentului lor si sd puna
in aplicare masuri de atenuare a riscurilor (Figura 1.1).

Analiza riscului asupra mediului a PMV efectuata conform tuturor prevederilor din ghidul EMEA,
asigurd predictibilitatea si transparenta rezultatelor obtinute. Factorii determinanti pentru concentratia
expunerii finale sunt calea de distributie si evolutia in mediu. Etapele unei evaluari de mediu sunt: analiza
expunerii mediului (sol, apa freaticd, ape de suprafata si sediment) la substanta activd din produsul
medicinal veterinar analizat, evaluarea efectelor produse si caracterizarea riscului final.

Concentratia predictibila a substantei active in mediu (PEC) se determina conform formulei de
calcul indicata in ghid cunoscand indicatia de utilizare a PMV, proprietatile fizico-chimice si date cu privire
la eliberarea substantei active in mediu.

Concentratia predictibila fara efect (PNEC) se determina prin raportarea datelor despre descriptorii
ecotoxicologici disponibili la un factor de evaluare corespunzator (FA).

Faza | aplica abordarea reziduului total. Acest lucru inseamna ca Intreaga cantitate de substante
active din doza aplicatd este excretatd de animal si datele referitoare la metabolism nu trebuie luate in
considerare.

Speciile de interes economic pot fi crescute in interior (ferme) sau pot fi tinute afara (pasune). In
ghidul VICH cele dintai sunt considerate a fi animalele crescute intensiv si cele din urma animalele crescute
pe pasune. Animalele crescute intensiv sunt acelea care sunt crescute in interior, de-a lungul ciclului de
productie, astfel incat tratamentul cu produsul medicinal veterinar este realizat in interior i substanta activa
reziduala este eliminata in locul de crestere si este incorporat in dejectii. Acest reziduu activ ajunge in
mediu atunci cand dejectiile sunt impristiate pe terenuri agricole si fanete. In cazul animalelor de pasune
tratamentul cu PMV este realizat pe teren si reziduul de substantd activa provenitd din PVM este eliminat
direct in sol. Calcularea concentratiei de sustante active (PECsolpasune) pentru animalele de pasune se
face conform prevederilor ghidului EMEA luand 1n considerare numarul de animale tinute pe teren,
(densitate de stocare) si valorile disponibile in ghid, functie de specie.

Calculul concentratiei predictibile de substanta activa in sol (PECsol) provenitd din PVM, se face
luand in considerare reziduul total de substanti activi, fira a se tine seama de metabolism. Tn calcularea
PEC:sol se ia in considerare proportia de animale tratate, din turma, care este disponibila in documentatia
tehnicd a produsului, in urma experimentului de teren sau in literatura stiintificd. Atunci cand asemenea
informatii specifice nu sunt disponibile, trebuie utilizate valorile date in ghidul EMEA pentru diferite
grupuri de produse medicinale veterinare, valori care au fost stabilite dupa discutii cu medicii veterinari din
Statele Membre ale Uninii Europene (UE). Date cu privire la numarul de animale crescute, greutatea
corporald, azotul produs si factorul de crestere care intra in calculul PEC sol initial sunt disponibile in ghidul
EMEA.



In ghidul VICH este mentionat faptul ca produsele medicinale veterinare administrate animalelor
crescute intensiv au potentialul de a afecta speciile non-tintd din apele de suprafatd indirect datorita
transportului ingredientului activ n apa, fie in apa de suprafata, fie in apa freatica atunci cand este absorbit
in sol. Transportul in apa de suprafatd poate avea loc fie prin deversare fie prin scurgere. Medicamentele
veterinare sunt emise in mediu si transferul in apele subterane si de suprafata este difuz si complex, in timp
ce informatiile reale despre comportamentul acestora sunt frecvent limitate. Caile de expunere a mediului
pentru produsele medicinale veterinare sunt prezentate in Figura 1.5.
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ferma
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Figura 1.5 Cai de expunere a mediului pentru produsele medicinale veterinare

Este de asemenea posibil ca ingredientul activ sa ajungd in apa freatica cu potentialul de a cauza
efecte adverse asupra retelelor de apa potabila. De aceea, este necesar sd se calculeze valorile concentratiilor
predictibile atat pentru apa de suprafatd cét si pentru cea freaticd. Este recomandat ca atunci cand se
calculeaza valorile PEC pentru apa freatica si pentru cea de suprafata sa fie urmata o abordare treptata,
utilizdnd ecuatii simple pentru o analiza initiala standard si de a trece mai departe la o abordare mai
complexa atunci cand este necesara o estimare rafinatd a expunerii.

Calculul concentratiei de substanta activd reziduala in apele freatice (PECapa freaticd) se face

conform principiului echilibrului de sorbtie in solide, prin intermediul coeficientului de distributie apa-
carbon organic (Koc).
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Pentru determinarea concentratiei predictibile de substanta activa reziduald in apele de suprafata
(PECapa de suprafata), ghidul indica 1/3 din concentratia in apele freatice.

Concentratia predictibild de substantd activa reziduald in in sediment (PEC sediment) se determina
luand in considerare coeficientul de partitie sediment-apa (Ksed-apa).

Abordarea (echilibrul de sorbtie in solide) pentru calculul PECapa freatica este descrisa in Technical
Guidance Document on Risk Assessment (TGD) [23].

Valoarea PECapa de suprafata calculata trebuie comparata cu valorile PNEC pentru fiecare specie
acvatica testatd. Daca valorile riscului (R) pentru orice nivel trofic sunt mai mari decat 1, atunci PEC poate
fi rafinat pe baza datelor referitoare la metabolism. Daca R>1 se mentine, pot fi utilizate modele mai
sofisticate pentru a estima PECapa de suprafata initial (Projects FOCUS DG SANTE). Daca in continuare
R>1, sunt necesare date referitoare la toxicitatea cronica pentru a perfectiona PNEC-ul. Acest PNEC trebuie
comparat mai apoi cu nivelurile cronice de expunere.

Datele cu privire la concentratia unei substante in orice mediu sub care efectele adverse nu se vor
produce, (concentratia efectiva EC50, concentratia medie letald LC50, concentratia fard efecte observate
NOEC) sunt disponibile in functie de durata expunerii, pe termen lung sau pe termen scurt.

PNEC-urile sunt determinate luand in considerare datele cu privire la parametrii de ecotocitate si
factorii de evaluare (FA) corespunzatori. Factorii de evaluare aplicati in calculul PNEC, regleaza diferentele
dintre datele obtinute in laborator si in mediul natural si au valori mai mici pentru testele de toxicitate pe
termen lung deoarece incertitudinea lor este mica. Cu cat avem disponibile mai multe date despre toxicitate
din acelasi compartiment de mediu factorii de evaluare au valori mai mici.

Pentru determinarea riscului de mediu se utilizeazda PNEC-ul determinat pe baza celui mai sensibil
rezultat toxic pentru o anumita specie.

Stabilirea concentratiei PNEC in sol si sediment se face pe baza datelor de toxicitate disponibile sau
cu metoda echilibrului partitiilor avand un PNECapa calculat pe baza datelor de toxicitate si factorului de
evaluare [25].

PNECsol = (0,1176 + 0,01764 x Koc) x PNECapa (1.1)

PNECsediment = (0,783 + 0,0217 x Koc) x PNECapa 1.2)

Pentru a determina riscul pentru comparimentele de mediu (sol, apa, sediment) al unei substantei
active, se raporteaza valorile concentratiei predictibile de mediu (PEC) la valorile concentratiei predictibile
fara efect (PNEC) si in concordantd cu prevederile ghidului EMEA, daca PEC / PNEC <1, riscul este
acceptabil.

In Faza |, se parcurge schema arborelui decizional care contine 17 intrebari privind substantele
active ale produsului analizat, speciile f{inta, potenfiala expunere la mediu, ludnd in considerare,
caracteristicile fizico chimice ale ingredientelor componente si modul de administrare a produsului
medicinal veterinar. Se calculeaza concentratia predictibild initiala de substante active care au patruns in
sol (PECsol), in apd (PECapa) si in sediment ( PECsediment).

Pentru calcularea PECsol, sunt necesari parametrii disponibili din specificatia tehnica a produsului.

Daca valorile concentratiilor predictibile in sol (PECsol initialy Pentru o specie tinta sunt mai mari de
100 pg/kg, evaluarea riscului pentru mediu trebuie sa continue in faza II pentru toate ingredientele active,
utilizdnd cea mai nefavorabila valoare a concentratiei predictibile in sol.

In Faza 1, se vor analiza proprietitile fizice/chimice, farmacologice si toxicologice ale substantelor
active, evolutia si stabilitatea in sol, apa si excremente, efectele asupra organismelor non tinta. In faza Il,
treapta A, sunt prezentate un set de date referitoare la evolutia si efectele substantelor active in mediu, date
foarte importante, ce permit cunoasterea pericolelor si posibilitatea de a interveni in micsorarea riscurilor
la utilizarea produsului.

Faza I, treapta A a analizei incepe cu o evaluare mai detaliata a expunerii mediului la ingredientele
active din produsul medicinal veterinar si prezinta datele despre evolutia si efectele acestora in mediu. Daca
riscul calculat este mai mare decat 1, conform indicatiilor din ghidul EMEA, analiza riscului de mediu
continua 1n treapta B. Pentru o analizd a impactului asupra mediului toate informatiile relevante pentru
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evaluarea produsului medicinal veterinar vor fi incluse in evaluare, fie ca sunt favorabile sau nefavorabile
pentru produs (vezi Anexa I din Directiva 2001/82/Ec, amendatd). Datele relevante obtinute din literatura
trebuie incluse Intotdeauna in documentatie. Informatiile necesare pentru analizele Faza I si Faza II sunt
discutate in capitolele evaludrii. Toate informatiile sunt evaluate si rezumate pentru a determina astfel
gradul de incredere si utilitatea lor.

Concentratia predictibild a substantei active in sol, calculatd initial, mai mare de 0,1 mg/kg,
determina trecerea evaluarii in Faza II, Treapta A.

Excretia, metabolismul, degradarea in dejectii, cdile de intrare a substantei active in mediu, si
practicile agriculturii, influenteazd expunerea la mediu si valoarea riscului rafinat (Rraf>1) determina
posibilitatea trecerii la o evaluare de Faza II, Treapta B.

Pe parcursul distributiei, ingredientul activ poate fi incorporat in sol sau in materialul sedimentar ca
reziduu latent sau transformat in metaboliti sau dioxid de carbon. Mineralizarea sau degradarea substantelor
active sunt considerate puncte de final ale studiilor de biodegradare. In unele cazuri, metabolitii
componentilor organici sunt mai hidrofili decat componentul de baza, deci existd o mai mare posibilitate
sa se scurga in apele subterane. Acest efect poate fi avut in vedere intr-o abordare speciald a reziduului
total. Astfel, datele pentru metaboliti pot fi cerute daca o asemenea cerere poate fi justificata stiintific.

Expunerea pasarilor si mamiferelor, prin aplicarea dejectiilor cu reziduuri de substante active dintr-
un produs veterinar pe terenuri agricole si pe fanete, este posibild, din cauza faptului ca aceste specii non-
tinta sunt expuse la produse prin intermediul hranei si apei.

Expunerea solului trebuie sa ia in considerare imprastierea tuturor excrementelor provenite de la
ferma si apa reziduala. Expunerea directa a solului la animalele de pe pasune trebuie de asemenea luata in
considerare.

Expunerea mediului acvatic trebuie sa ia In considerare evacuarea si scurgerea ingredientului activ
in apele de suprafata si apele subterane precum si orice alte cai de expunere a mediului acvatic. Pentru
fermele piscicole va exista o expunere directd a mediului acvatic, dar poate exista si expunerea solului
datorata imprastierii reziduurilor lichide din bazine. Este necesara cunoasterea periodei de injumatatire a
degradarii ingredientelor active in compartimentele de interes ale mediului.

Pe parcursul acestei parti a evaludrii, proprietatile fizico-chimice ale ingredientelor active, influenta luminii,
pH-ului, umiditatii, degradarea si alti factori trebuie luati in considerare Cinetica elimindrii ingredientului
activ din compartimentele de interes ale mediului va furniza informatii valoroase despre evolutia in mediu.
Datele de toxicitate cronicd sunt mai putin disponibile decat datele acute si gama de proceduri standardizate
de testare este mai mica.

Datele generate in conformitate cu Ghidul de testare 210 si 211 al Organizatia pentru Cooperare si
Dezvoltare Economica (OCDE) sunt acceptate.

Evaluarea expunerii, tinand cont de toate aspectele cu privire la utilizarea produsului medicinal veterinar si
cu privire la emisia substantei active in mediu conduce la stabilirea valorii concentratiei predictibila de
mediu (PEC).

Evaluarea efectelor, tinand cont de toate datele de toxicitate si de factorul de evaluare (FA)
corespunzator, conduce la stabilirea valorii concentratiei predictibile fara efect (PNEC).

Riscul calculat raportind PEC la PNEC poate fi acceptabil (subunitar) si evaluarea incheiatd.
Dacd R >1, evaluarea din faza II treapta A continud cu rafinarea concentratiilor predictibile in sol, apa,
sediment, ludnd in considerare produsii de metabolism ai substantelor active (fractia activa de metabolism
Fa), degradarea 1n dejectii si degradarea in sol (atunci cand dejectiile sunt raspandite in mai mult de o etapd)
a subtantelor active din produsul medicinal veterinar analizat (Figura 1.6).

Concentratiile predictibile in mediu rafinate sunt comparate cu PNEC-urile calculate din datele de
ecotoxicitate pentru fiecare specie tratata cu produsul medicinal veterinar, pentru toate compartimentele
de mediu (sol, apa freatica, apa de suprafata, sediment), pentru determinarea riscului rafinat (Rraf).

Daca Rraf>1, se continua evaluarea riscului in Faza II Treapta B si se iau in considerare testele de

ecotoxicitate cronica, fiind necesara o rafinare a PNEC-urilor.
Daca utilizarea produsului medicinal veterinar mentine un risc pentru un compartiment de mediu, se
prezintd studii de teren bazate pe scenarii mai realiste si se continud evaluarea riscului in Faza II Treapta C.
Dupa efectuarea tuturor studiilor, in urma analizei riscuri - beneficii se ia o hotirare cu privire la
introducerea pe piatd a medicamentului veterinar [20, 25-36].
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Doza

Specii si categorii
de animale

Durata tratamentului

UTILIZAREA PRODUSULUI
MEDICINAL VETERINAR Frecventa

Tehnologia de crestere

Calea de administrare

Tipul tratamentului

Proprietati fizico-chimice EVALUARFEA EXPUNERII Proprietati fizico-chimice ale solului,
ale produsului medicinal veterinar iN MEDIU apelor freatice si de suprafati, sedimentului

Degradare in dejectii

Metabolism, excretie

Degradare in sol, ape freatice si
de suprafata, sediment

Figura 1.6. Rafinare PEC-uri

1.3. Stadiul actual al cercetarii privind evaluarea impactului asupra mediului a medicamentelor
veterinare

Abordarea strategica a Uniunii Europene privind impactul substantelor farmaceutice asupra
mediului (Bruxelles, septembrie 2020), considera necesare masuri eficace si cercetari suplimentare pentru
reducerea impactului substantelor farmaceutice asupra mediului si necesitatea reglementarii nivelului
reziduurilor farmaceutice in legislatia din domeniul apei. Consiliul European a cerut Comisiei sa evalueze
si sa defineascd masurile legislative pentru combaterea dezvoltarii rezistentei la antimicrobiene, sa sprijine
dezvoltarea de substante farmaceutice mai putin nocive pentru mediu, sa se asigure ca solicitantii prezinta
o evaluare completa a riscului pentru mediu in vederea obtinerii autorizatiei de comercializare a produsului,
astfel incat sa poata fi stabilite si publicate masurile de gestionare a riscurilor.

Deoarece monitorizarea substantelor farmaceutice in mediu, inclusiv in sol, este inca foarte limitata
se solicitd consolidarea unor mecanisme de supraveghere, dupa introducerea pe piata, care sa includa date
referitoare la impactul produsului asupra mediului.

Autoritatile competente trebuie sa creeze o bazd de date centralizata si securizata, care sd permita
tuturor specialistilor s aiba acces la rezultatele evaludrilor privind riscurile produselor farmaceutice pentru
mediu si sd consolideze planul european ,,O singurd sanatate” (One Health) care are ca obiectiv
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interconectarea dintre sdnatatea umana si cea animala si cuprinde in prezent si evaluarea impactului asupra
mediului a substantelor farmaceutice din produsele veterinare.

Evaluarea riscurilor pentru mediu, obligatorie pentru obtinerea autorizatiei de introducere pe piata
pentru medicamentele de uz veterinar este principalul mijloc de asigurare a sigurantei pentru mediu. Cu
toate acestea, riscurile pentru mediu persistd. Mai multe state membre (Tarile de Jos si Suedia), Parlamentul
European, tari terte (Elvetia), organizatii internationale (Organizatia Natiunilor Unite, HELCOM,
Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economica), asociatii industriale si organizatii
neguvernamentale si-au exprimat ingrijorarea si au luat masuri pentru reducerea substantelor farmaceutice
in mediu.

La nivel international, Agenda 2030 a Organizatiei Natiunilor Unite, in special obiectivul de
dezvoltare durabila nr. 6, si declaratia ministeriald din 2017 a Adunarii Organizatiei Natiunilor Unite pentru
Mediu reprezintd angajamente de a actiona pentru protectia mediului iar Organizatia Mondiala a Sanatatii
(OMS) a convenit asupra unei actiuni privind rezistenta la antimicrobiene.

Ca urmare a contamindrii solului si a apei cu reziduuri farmaceutice, Comisia Europeana a publicat
o listd de actiuni, dn scopul reducerii reziduurilor de medicamente in mediu si care urmeaza sa fie puse in
aplicare pentru atingerea nivelurilor minime de poluare pana in 2030, mentindnd in acelasi timp
disponibilitatea medicamentelor.

Good Manufacturing Practices (GMP) si Best Available Techniques (BAT) sunt instrumente
importante pentru prevenirea si controlul emisiilor de poluanti In mediu care pot interveni in sprijinul
protectiei mediului.

Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economica (OECD) a facut o recomandare intr-un
raport recent privind reziduurile farmaceutice din apa de suprafatd, concretizatd intr-o serie de masuri
pentru a limita eliberarea reziduurilor farmaceutice in mediu.

Suedia, stat membru al UE, a propus deja ca masurile de prevenire a eliberarii de ingrediente active
din fabricile producédtoare de medicamente sa fie incorporate in reglementarile privind medicamentele de
uz veterinar [37, 38].

Expansiunea actuald a productiei de acvacultura poate fi gestionabila doar prin utilizarea produselor
medicinale veterinare disponibile pentru utilizare in sistemele de acvacultura. Riscul de mediu care poate
decurge din utilizarea acestor produse a castigat o atentie sporita in ultimii ani. Deoarece acvacultura este
practicatd in compartimente de mediu foarte diferite evaluarea de risc se face in functie de mediul real
(marin sau apa dulce), pe baza unor modele de expunere potrivite si usor de aplicat, utilizate pentru rafinarea
concentratiilor predictibile de produs medicinal veterinar.

Orientarile actuale VICH ar putea sa nu fie suficient de protectoare pentru a aborda unele efecte
adverse asupra organismelor netinta (de exemplu, dezvoltarea rezistentei antimicrobiene).

Analizele riscului de mediu efectuate in prezent au la baza cele mai potrivite studii pentru a evalua
efectele ecotoxicologice asupra organismelor netinta.

O schimbare a paradigmei evaludrilor actuale ale pericolelor si riscurilor de mediu, este
recomandarea de a dezvolta evaluari active pe baza de substante, care sa inlocuiasca evaluarile de risc
efectuate pe produse [39, 40-43].

Conferinta anuald privind dreptul european al mediului (2022) raspunde cerintelor specialistilor in
dreptul mediului pentru a fi la curent cu cele mai recente evolutii In materie de legislatie, jurisprudenta si
bune practici in acest domeniu. Evenimentul va facilita schimbul de experienta intre practicienii in drept,
judecdtorii si autoritatile de reglementare cu privire la provocarile si oportunitatile actuale din legislatia UE
in domeniul mediului.

Antibioticele sunt folosite intr-o gama larga de medicamente de uz veterinar. Un procent de 20%
din medicamentele veterinare (147 de tone de substantd activd pe an) vandute in Franta, sunt antibiotice
(ANSES 2015). Majoritatea sunt rezistente la biodegradare dupa ingestie si pot fi persistent in mediu.
Reziduurile de antibiotice au fost detectate ca poluanti in diverse compartimente de mediu si provoaca
amenintari umane si de mediu, in special cu privire la potentiala aparitie si proliferare a bacteriilor rezistente
la antibiotice. In acest context, proiectul ANTIBIOTOX (studiul antibioticelor si a genelor de rezistenti
asociate in 210 agroecosisteme, riscul ecotoxicologic pentru mediu acvatic) este un proiect inovator finantat
de ANR franceza (Agence National de Recherche; contract nr. ANR-17-CE34-0003, 2018-2022) care
urmadreste dezvoltarea unei abordari complexe in domeniile chimiei, biochimiei, microbiologiei de mediu,
geneticii, biologiei moleculare si ecotoxicologiei pentru a studia cdile de biodegradare si estimarea
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impactului ecotoxicologic in mediul acvatic si terestru al antibioticelor. In acest context, proiectul fsi
propune sd studieze soarta si impactul asupra mediului a doud antibiotice din clasa sulfonamidelor,
sulfametazina (SMZ) si sulfametoxazol (SMZ) utilizate in medicina veterinara si sd ofere noi perspective
asupra impactului ecotoxicologic al reziduurilor de antibiotice veterinare/umane.

Spania a fost aleasa ca exemplu, datoritd importantei care o acorda pentru biodiversitate, si pentru
utilizarea medicamentelor veterinare (European Union's Horizon 2020 Research and Innovation
programme, Grant/Award Number: 773830. S-au construit harti de vulnerabilitate a solului, s-au adus
informatii despre utilizarea antibioticelor, recensamantul animalelor si despre tipul de crestere (animale
crescute intensiv sau pe pasune). Ca antibiotice majore, tetraciclinele si beta-lactamele au contribuit mai
mult la vulnerabilitatea solului decat antibioticele mai putin utilizate. Porcii crescuti intensiv au dus la o
vulnerabilitate mai mare decat celelalte tipuri de animale. A fost dezvoltat un tablou de bord Shiny pentru
a vizualiza rezultatele riscurilor de mediu in detaliu si pentru a realiza o baza solida de date despre utilizarea
medicamentelpr veterinare, despre recensdmantul animalelor si tipul de crestere.

In Uniunea Europeani medicamentele de uz veterinar sunt autorizate pe baza unei proceduri de
evaluare a riscurilor de mediu, procedura aplicatd centralizata (la nivel global) sau printr-0 procedura
descentralizata si de recunostere reciproca (la nivel de stat membru). Indiferent de nivel, cadrul de evaluare
ariscurilor este acelasi pentru orice procedura urmati. In urma unei analize a datelor, numai de la produsele
autorizate la nivel central, deoarece nu a fost posibila accesarea datelor de la produse autorizate la nivel
national, in statele membre individuale, a rezultat cd, In general, majoritatea produselor farmaceutice de uz
veterinar (> 95%) sunt considerate a avea o eliberare limitata in mediu, iar evaluarea riscului lor se incheie
dupa o evaluare de cel mai scazut nivel (faza I, asa cum este prezentati in VICH GL6). In ciuda presupunerii
ca, 1n cele mai multe cazuri, contaminarea cu reziduuri veterinare este scdzuta si, prin urmare, produsele
sunt scutite de evaluarile de risc de mediu de nivel superior, care necesita date specifice pentru profilul de
siguranta al substantelor, poluarea mediului cauzata de substantele farmaceutice este o problema emergenta.
In urma intrarii in vigoare a Directivei-cadru revizuite privind apa (2008/105/CE) in 2013, si de la obligatia
legislativa care rezulta pentru Comisia Europeana de a dezvolta o abordare strategicd pentru reducerea
poluarii apei din substante farmaceutice, au fost demarate actiuni care vizeaza reducerea emisiilor totale de
la produsele medicamentoase de uz veterinary si limitarea utilizarii de substante foarte periculoase in
compozitia acestora (de exemplu, substante PBT/vPvB).

Se solicitd, de asemenea, o revizuire a caracterului evaluarilor actuale ale pericolelor si riscurilor
pentru mediu, prin recomandarea de a se dezvolta evaluari bazate pe substante active, indepartandu-se de
evaluarile bazate pe produse. Impactul potential al reziduurilor farmaceutice asupra oamenilor si faunei
salbatice este o problema de ingrijorare din ce In ce mai mare, deoarece studiile privind concentratiile de
produse farmaceutice in apele de suprafatd, precum si efectele acestora asupra populatiilor de animale
silbatice sunt raportate din ce in ce mai frecvent in publicatiile stiintifice. In concluzie, strategia CE si noua
reglementare veterinard indica faptul ca exista un climat favorabil pentru revizuirea abordarii actuale a
evaludrii riscurilor de mediu ale medicamentelor de uz veterinar (de exemplu, explorarea unei evaluari
bazate pe substante). si, de asemenea, pentru investigarea extinderii domeniului de aplicare a acestuia (de
exemplu, evaluarea impactului emisiilor de la locurile de productie) [44].

Deoarece in prezent o parte din sistemele de crestere a animalelor se indreapta catre cresterea
ecologica si cresterea 1n aer liber, se prefigureaza un risc mai redus de consum de produse medicamentoase
veterinare in general, insa excretiile de animale care eventual contin substante active din aceste produse ar
putea fi eliberate direct iIn mediu in loc sd fie depozitate si aplicate. ca gunoi de grajd. Prima faza a
procedurii actuale de evaluare a riscurilor de mediu pentru produsele medicamentoase veterinare din UE a
fost analizati critic din punct de vedere al schimbirilor in cresterea animalelor. In acest sens un numar mare
de valori implicite utilizate in procedura actuald de evaluare a riscurilor de mediu pentru produsele
medicamentoase veterinare a fost verificat pentru actualizare. Tntr-o abordare n trei etape, mai Inti au fost
colectate tendintele si schimbdrile actuale relevante de cresterea animalelor in Europa, apoi au fost evaluate
interactiunile dintre faza I a procedurii de evaluare a riscurilor de mediu pentru produsele medicamentoase
veterinare si sistemele actuale de crestere a animalelor si, in in cele din urma, au fost verificate valorile
implicite utilizate in faza | a procedurii de evaluare a riscurilor de mediu pentru produsele medicamentoase
veterinare, pentru a identifica lacunele de cercetare. Din analizd a rezultat ca mai multe valori implicite
utilizate in ERA actuala au fost identificate ca fiind invechite. In concluzie rezultatele prezentului studiu
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indica faptul ca este necesard o actualizare procedurii de evaluare a riscurilor de mediu pentru produsele
medicamentoase veterinare in UE pentru a lua in considerare schimbarile in cresterea animalelor [45].

Regulamentul (UE) 2019/6 (denumit ,,noul regulament veterinar NVR”), aplicabil din 2022, ia in
considerare interesul sporit pentru protectia mediului si adopta anumite masuri in consecinta. De exemplu,
printre masurile implementate, NVR solicita CE sa investigheze fezabilitatea unui sistem de revizuire bazat
pe substante active (asa-numitul ,,sistem de monografie”) si alte alternative potentiale adecvate pentru
evaluarea impactului supra mediului a tuturor produsele medicamentoase veterinare ih UE. O analiza a
eficacitatii legislatiei actuale si viitoare pentru a proteja mediul si a reduce sarcina de reglementare este
foarte utila pentru a identifica punctele slabe si punctele forte ale ambelor [46].

Ivermectina (IVM) este un produs farmaceutic antiparazitar utilizat Tn intreaga lume pentru
proprietatile sale n tratamentul mai multor boli la oameni si animale (un studiul recent mentioneaza o
posibila utilizare impotriva COVID-19). Utilizarea veterinara a IVM poate duce la un risc inacceptabil si
nesustenabil atat pentru ecosistemele acvatice, cat si pentru cele terestre. [IVM prezinta o acuta foarte mare
si toxicitate cronicd pentru crustacee. La pesti, IVM poate provoca letargie, piele intunecatd si
comportament redus de hranire. Mai mult, inhibarea cresterii pentru alge si toxicitate ridicatd pentru au fost
subliniate organisme terestre si insecte de balegar. Pe baza acestor constatari, se sugereaza o reducere (sau
eliminare) a utilizarii acestei substante ca medicament veterinar avand 1n vedere riscul de mediu ridicat, in
special pentru ecosistemele acvatice. Daca utilizarea IVM va fi autorizata ar trebui sa fie aplicate masuri
mai stricte in scopul reducerii si/sau atenuarii impactului a IVM asupra mediului si organismelor acestuia
[47].

Biosorbtia s-a dovedit a fi un mecanism important in Tndepartarea produselor medicinale veterinare
din clasa antibioticelor prin procesele de tratare a apei pe bazd de microalge. Adsorbtia produselor
medicinale veterinare: tetraciclind (TET), ciprofloxacind (CIP), sulfadiazind (SDZ) si sulfametoxazol
(SMX) pe un consortiu uscat de microalge-bacterii Scenedesmus almeriensis a fost studiata la mai multe
concentratii de echilibru (20 pana la 1000 pg/000). L). Acest studiu a relevat faptul ca consortiul S.
almeriensis-bacterii are o putere mare de biosorbtie si a demonstrat cd biosorbtia este un mecanism
important 1n eliminarea ciprofloxacinei si tetraciclinei folosind un proces de tratare a apei pe baza de
microalge. Cu toate acestea, elimindrile de sulfadiazina si sulfametoxazol nu au depasit 32% [48].

Se mentioneaza cd atunci cand un produs este luat in considerare pentru autorizarea pe piata,
riscurile de mediu ar trebui sunt luate n considerare in analiza riscuri-beneficii. Cu toate acestea au fost
publicate mai multe studii care dezvaluie niveluri considerabile de reziduuri in apele de suprafatd, in rauri
st lacuri din intreaga Europa, ceea ce ridica intrebarea daca legislatia actuala si sistemul de evaluare a
riscurilor de mediu ale medicamentelor de uz uman si veterinar sunt suficient de protectoare [49].

Riscurile de mediu nu sunt direct comparabile cu beneficiile terapeutice si de aceea nu existd o
abordare standardizata pentru a compara atat riscurile de mediu, cét si beneficiile terapeutice. In acest sens
au fost dezvoltate trei metode de comunicare si comparare a beneficiilor terapeutice si a riscurilor de mediu
pentru evaluarea beneficiu-risc care sprijina procesul de autorizare UE. Doua dintre aceste metode sprijina
evaluarea independentd a produsului (adica, o clasificare sumativa si o clasificare vizuald cu matrice de
scor); celalalt sprijind o evaluare comparativa intre produse alternative, adica, o clasificare comparativa
[50].

Orientarile actuale ale UE pentru evaluarea riscurilor de mediu ale produselor medicamentoase
veterinare in apele subterane sugereaza o abordare bazata pe comparatia dintre concentratia calculata in
apele freatice (PECapa freatica) si o concentratie de prag, stabilitd arbitrar, de 0,1 pg/l care reprezinta limita
superioara a concentratiei de pesticide din apele subterane in UE. Daca PECapafreaticd calculat nu
depaseste pragul, atunci riscul este considerat acceptabil. Se presupune ca concentratia de 0,1 pg/l este in
mod implicit sigurd atat pentru oameni, cat si pentru organismele expuse din apele freatice [51].

Reziduurile de produse medicinale veterinare intrd in mediu prin aplicarea dejectiilor pe zonele
agricole unde, in special, antibioticele pot provoca fitotoxicitate. Testele pe plante terestre conform ghidului
OCDE 208 fac parte din evaluarea riscurilor de mediu ale ale produselor medicamentoase veterinare [52].

Conform datelor provinite din sistemul olandez RICA si colectate de Wageningen Economic
Research, pentru 17 produse medicinale cu potential ingrijorator, in Tarile de Jos, s-au evaluat sursele si
emisiile datorate aplicarilor dejectiilor in sol. Prin urmare, s-a examinat utilizarea produselor medicinale
veterinare in patru sectoare zootehnice din Tarile de Jos in perioada 2015-2018 si s-au cuantificat ratele de
excretie a animalelor si disiparea in timpul depozitarii dejectiilor. Pentru aproape toate medicamentele
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veterinare, cantitdtile administrate animalelor in perioada 2015-2018 au scazut. Concentratiile substantelor
active din medicamentele veterinare supuse studiului, pe o perioada de depozitare de sase luni a scazut intre
10 s1 98% 1n functie de compus. Concentratiile masurate in suspensii dupa depozitare sunt in concordanta
cu concentratiile predictibile calculate conform ghidului EMEA [53].

Riscul ecotoxicologic al amestecurilor farmaceutice depdseste de obicei riscul fiecarui compus
individual, ceea ce atrage o atentie speciald asupra faptului ca sondajele de monitorizare gasesc in mod
obisnuit amestecuri farmaceutice complexe in diferite compartimente de mediu. Cu toate acestea, desi
volumul de date privind ecotoxicologia amestecurilor farmaceutice este destul de consistent, liniile
directoare actuale pentru evaluarea riscurilor de mediu ale produselor farmaceutice adesea nu abordeaza in
mod explicit efectele amestecurilor. Se acorda o atentie speciald la renuntarea la evaludrile riscurilor de
mediu la care pe baza expunerii componentele unui amestec prezintd concentratii scazute, individual
netoxice, dar care in amestec s-ar putea combina pentru a produce efecte substantiale de amestec [54].

Pe baza conceptului One Health care considera ca sanatatea umana este strans legata de sanatatea

animald si a mediului, se prezinta utilizarea unor animale precum albinele si alti polenizatori ca santinele
pentru contaminarea mediului sau indicatori biologici [55].
Cele mai recente date raportate de Autoritatea Europeand pentru Siguranta Alimentard (EFSA) arata ca
reziduurile de medicamente veterinare si alte substante gasite in animale si alimente de origine animala
continui si scada in Uniunea European, iar nivelurile de conformitate sunt in crestere. in 2021, procentul
probelor neconforme a fost de 0,17%, cea mai mica cifrd Inregistrata in ultimii 12 ani cand neconformitatea
a variat intre 0,19% si 0,37%. Cifra pentru 2020 a fost de 0,19%. Nivelul general de neconformitate in
probele vizate (adica cele prelevate pentru a detecta utilizari ilegale sau a verifica nerespectarea nivelurilor
maxime permise) a scazut, de asemenea, la 0,24%, comparativ cu 0,27%-0,35% 1n ultimii patru ani.
Raportul (EFSA) include hormoni, antibacterieni, contaminanti de mediu, substante interzise si alte
medicamente de uz veterinar [176].
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5 CAPITOLUL 2
CERCETARI PROPRII DE EVALUARE A RISCULUI DE MEDIU
PENTRU MEDICAMENTE VETERINARE

2.1. Medicamente veterinare analizate

Medicamentele veterinare sunt utilizate pe scard largd pentru a trata bolile si pentru a proteja
sdndtatea animalelor si au potentialul de a fi eliberate in mediu. Comportamentul medicamentelor veterinare
este investigat mai amanuntit pentru a obtine informatii complexe cu privire la impactul lor asupra mediului.
In consecinta, detinatorul autorizatiei de introducere pe piata a produsului veterinar oferd o evaluare citre
autoritati , ca parte a procesului de autorizare. Produsul este autorizat pentru vanzare numai in cazul in care
autoritatea sanitar veterinara este convinsa ca riscul de mediu este suficient de scazut. Acest studiu este
efectuat pentru a obtine o mai mare intelegerea a riscului de mediu, pentru a avea informatii cu privire la
concentratiile reale ale medicamentelor veterinare aprobate pentru a fi comercializate.

In vederea obtinerii autorizatiei de comercializare, am efectuat evaluari de impact asupra mediului,
conform prevederilor legislatiei europene pentru medicamente veterinare, validate de Institutul de control
al produselor biologice si medicamentoase veterinare (ICBMV).

Metoda analitica conform ghidului EMEA este o metoda complexa care presupune multe calcule.
Pentru o evaluare rapida si eficientd a impactului asupra mediului al produselor medicinale veterinare, am
creat o metoda software care parcurge explicitat toate etapele ghidului si vine in sprijinul specialistilor
ERA.

Am efectuat in aceastd tezd evaludri de impact asupra mediului prin metoda analitica pentru
urmatoarele medicamente veterinare: LIN — SPE — MIX 880 - pulbere hidrosolubild pentru suine si gaini
, Levasol 10% - solutie orala pentru bovine, ovine, caprine, suine si pasari, FlorfenicoL FP 10% - solutie
orala pentru gaini, broileri, si suine, Tiasol 10% - solutie orala, indicata la suine, iepuri si pasari (gaini,
broileri, curcani).

Am efectuat 1n aceastd teza evaluari de impact asupra mediului prin cele doua metode, analitica si
software pentru urmatoarele medicamente veterinare: Amprolium FP 25% - premix pentru gaini, broileri,
curcani si Benzilpenicilina potasica 25% - pulbere orala pentru purcei, broileri si curcani.

Am selectat sa prezint in aceasta teza aspecte din evaluarea unor medicamente de uz veterinar ale
caror substante active au un potential ridicat de a patrunde Tn mediu dar care in urma analizei au dovedit
un risc acceptabil pentru mediu : amprolium, florfenicol, penicilina G, levamisol, tiamulin, lincomicina,
spectinomicina.

2.2. Evaluarea analitica a riscului de mediu pentru levamisol

Produsul LEVASOL 10% - solutie orald pentru bovine, ovine, caprine, suine si pasari, are ca
substanta activa levamisolul hidroclorid, un antihelmintic din clasa imidazotiazolilor. Produsul contine 100
mg/ml levamisol clorhidrat.

Metabolismul levamisolului este foarte intens, astfel incat substantele reziduale in tesuturi, urina si
excremente constau in principal din metaboliti ai acestuia. Eliminarea este foarte rapida, principalele céi
fiind prin urind si prin bila.

Se administreaza 10 mg substanta activd/kg greutate corporala la bovine, ovine, suine si 20 - 30 mg
substanta activa / kg greutate corporald la pasari, o singurd zi. Cea mai importanta cale de expunere a
mediului este excretia substantei active ca atare si a metabolitilor sdi. Excretele care rezulta sunt depozitate
si aplicate pe sol intr-o etapa ulterioara.

Concentratiile rezultate in aceste compartimente de mediu, vor fi determinate de proprietétile fizico-
chimice ale substantei active, de partitionarea sa in sol si sedimente, de degradarea abiotica si biotica de
degradarea substantei active in dejectiile lichide si solide si de caracteristicile de mediu (inclusiv tipul de
sol, conditiile climatice).

Se calculeaza PECsol initial (conform ghidului EMEA) pentru fiecare specie tintd si categorie
tehnologica. (Tabel 2.1).

16



Tabel 2.1. PECsol,apa freatica, apa de suprafata si sediment initial levamisol

Parametru

SpeCia PECsa PECapﬁfreaticé PECapisuprafagﬁ PECsediment
§i categoria [mg/ke] [mg/] [mg/] [mg/ke]
suine intensiv 0,086 0,0004 0,0004 0,082
curcani 0,132 0,0007 0,0006 0,126
broileri intensiv 0,266 0,001 0,0004 0,082

rate 0,185 0,001 0,0009 0,176
bovine intensiv 0,058 0,0003 0,0004 0,082

bovine pasune 0,020 0,0001 0,0001 0,019

ovine pasune 0,016 0,00008 0,00008 0,015

Va fi utilizata cea mai nefavorabila valoare a PECsol..Intrucit valoarea PECsol initial pentru specia
tintd broileri este mai mare de 0,1 mg/kg, evaluarea riscului pentru mediu trebuie sa continue in Faza II,
treapta A.

Formula moleculara a levamisolului clorhidrat este C11 Hi3 Cl N2 S iar formula structurala, (S)-6-
Phenyl-2,3,5,6tetrahydroimidazo [2,1b] [1,3] thiazole hydrochloride, este prezentata in Figura 2.1.

Figura 2.1. Structura levamisol clorhidrat [177]

In Faza Il treapta A. se evalueaza potentialul produsului LEVASOL 10%, de a afecta organismele
din mediu (acvatic, terestru).

Levamisolul este distribuit uniform in tot organismul animalului tratat si este metabolizat aproape
in totalitate, cu exceptia unui procent de 6%, care este excretat nemodificat prin urina.

Levamisolului hidroclorid este fotodegradabil (Sweetman). Valoarea 15,02 mg/l pentru EC50
(Basnyat, 2010), testat pe bacteriile din namolul activ indica toxicitatea levamisolului pentru bacteriile din
namol. Datele disponibile despre levamisol folosite in evaluarea de risc de mediu sunt prezentate in Tabelul
2.2.

Tabel 2.2. Parametrii de evaluare risc de mediu levamisol

Proprietate Parametru Valoare parametru
Fizico-chimice Solubilitate in apa 210000 mg/l (25 °C)

Punct de topire 227-229°C

Presiune de vapori 0,0148 Pa

Mobilitate Tn sol Koc 3764 1/kg
Persistenta in sol DT 50 (zile) sol, 20 °C =720 ore

apa, 20 °C = 360 ore
aer,20°C =7,72 ore
Bioacumulare Log Kow 1,84
Degradare in dejectii Fractiunea de substanta -
activa Inca prezenta in
dejectii dupa 24 de zile (%)
National Library of Medicine PubChem

17


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C32H51NO8S&sort=mw&sort_dir=asc

Valorile de toxicitate experimentala disponibile si predictibile au indicat faptul cd toxicitatea
levamisolului la organismele acvatice si terestre este scazuta.
PNEC apa determinat este prezentat in Tabelul 2.3.

Tabel 2.3. PNECapa levamisol

Specie Parametru / valoare FA PNEC
mg/L VICH (mg/l)
Pesti 96 ore LCso= 8,038 100 0,080
Alge sau alte plante ECso= 17,231 100 0,172
acvatice 96 ore
Nevertebrate acvatice ECs0=300 100 3
Crustacea (Daphnia magna) ECso= 1,967 100 0,019
384 ore
Zebra fish LCso= 32 100 0,32

(OECD 201, OECD 202, OECD 203, OECD 220/222)

S-a luat in considerare in calculele urmatoare cea mai sensibild valoare de toxicitate:

Crustacea 384 ore, EC50 = 1,96, mg/l, FA =100 , PNECapa = 0,019mg/L

Calculul PNEC sol si PNEC sediment luand in considerare PNECapa (determinat din rezultatul
efectelor determinate experimental), se efectueaza utilizdnd EPM (metoda de partitionare echilibrata),
coform relatiilor 1.1 si 1.2. Au rezultat PNECsol = 1,26 mg/kg si PNECsed =1,56 mg/kg.

Pentru a putea estima efectele adverse asupra ecosistemelor solului, a fost realizata o analiza de risc.
Pentru a determina riscul (R), PEC-urile initial calculate sunt comparate cu PNEC-ul calculat din datele de
ecotoxicitate disponibile (R = PEC/ PNEC) (Tabel 2.4).

Tabel 2.4 Riscul levamisolului, R

Parametru

SpECia Rinisol Riniapﬁfreaticé Riniapﬁsupraf Rinisediment
si categoria

broileri 0,21 0,05 0,02 0,05
curcani 0,10 0,03 0,03 0,08
rate 0,14 0.05 0,04 0,11
bovine intensiv 0,04 0.01 0,02 0,05
bovine pasune 0,01 0,005 0,005 0,012
ovine pasune 0,01 0,004 0.004 0,009
suine 0.06 0,02 0.02 0,05

Valorile riscului pentru mediu foarte mici (R < 1), pentru toate speciile fac ca evaluarea sa se
opreasca aici si rezulta cd produsul medicinal veterinar nu ar prezenta nici un risc asupra ecosistemului.

Compararea dozelor zilnice reale calculate pentru levamisol, cu doza zilnicd acceptabilda (DZA)
sugereazd ca pentru compusul studiat expunerea consumatorilor la produsele medicamentoase de uz
veterinar din sol prin intermediul plantelor, este considerata sub DZA si ca riscul direct pentru sandtatea
umana este, prin urmare, scazut.

Rezultatele studiilor indica faptul cd nu exista posibilitatea de contaminare cu levamisol a apei
freatice. Cu toate acestea, existd un risc de contaminare In cazul unor scurgeri accidentale sau a unor practici
foarte precare de management al fermei.

Degradarea levamisolului in dejectii pe parcursul depozitarii (DT50 =5 -75 zile la 25°C), conduc
la o valoare pentru PECsol rafinat pe baza degradarii in dejectii foarte micd pentru toate speciile tratate [56
-70].
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2.3. Evaluarea analitica a riscului de mediu pentru tiamulin

Produsul TIASOL 10% - solutie orala pentru suine, iepuri si pasari (gaini, broileri, curcani) are ca
substanta activa tiamulin hidrogen fumarat, un antibiotic bacteriostatic, derivat semisintetic
(carboxipenicilin) care apartine grupei pleuromutilinelor. Produsul contine 100 mg/ml tiamulin hidrogen
fumarate.

Solutia de Tiasol se metabolizeaza aproape in intregime si se elimina prin bila si fecale. In total, 11
metaboliti au fost identificati si cuantificati In bila. Acesti metaboliti identificati si compusul parinte ramas
cuprind 60% din totalul excretat, restul de 40% cuprinzand metaboliti prezenti la concentratii prea scazute
pentru a permite izolarea si identificarea. Concentratiile individuale ale metabolitilor excretati au fost sub
20% din cantitatea aplicata de tiamulin si, prin urmare, nu a trebuit sa fie inclusi in evaluarea riscurilor.

Se administreaza 12 mg tiamulin/kg greutate corporald la suine, iepuri timp de 7 zile si 20 mg
tiamulin/kg greutate corporald la pasari (gaini, broileri, curcani).

Cea mai importanta cale de patrundere in mediu rezultd din excretia substantei active ca atare si a
metabolitilor sdi. Excretele care rezultd sunt depozitate si aplicate pe sol intr-o etapa ulterioara.
Concentratiile rezultate in aceste compartimente de mediu, vor fi determinate de proprietatile fizico-
chimice ale substantei active, de partitionarea sa in sol si sedimente, de degradarea abiotica si biotica de
degradarea substantei active in dejectiile lichide si solide si de caracteristicile de mediu (inclusiv tipul de
sol, conditiile climatice).

Se calculeazd PECsol initial (conform ghidului EMEA) pentru fiecare specie tintd si
categorie tehnologica. (Tabel 2.5).

Tabel 2.5. PECsol,apa freaticd, apa de suprafatd si sediment initial tiamulin

Parametru
SpeCia PEC;ol PECapéfreaticﬁ PECapﬁsuprafagﬁ PECsediment
§i categoria [mg/kg] [mg/1] [mg/1] [mg/kg]
suine intensiv 0,729 0,028 0,025 0,721
curcani intensiv 0,618 0,023 0,021 0,598
broileri intensiv 0,866 0,033 0,030 0,856
iepuri intensiv 0,605 0,023 0,021 0,598

Va fi utilizata cea mai nefavorabila valoare a PECsol. Intrucit valoarea PECsol initial pentru

specia tinta broileri este mai mare de 0,1 mg/kg, evaluarea riscului pentru mediu trebuie sa continue in

Faza Il, treapta A.

Formula moleculara a tiamulinului hydrogen fumarate este C32Hs1NOgS iar formula structurala

(3aS,4R,5S,6S,8R,9R,9aR,10R)-6-Ethenyl-5-hydroxy-4,6,9,10-tetramethyl-1-oxodecahydro-3a,9-
propano-3acyclopentacycloocten-8-yl[[2(diethylamino)ethyl]sulfanyl]acetate

prezentata in Figura 2.2.

Figura 2.2. Structura Tiamulin hydrogen fumarate [178]
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Tn Faza Il treapta A. se evalueaza potentialul produsului TIASOL 10%, de a afecta organismele din
mediu acvatic si terestru.

Spectrul de absorbtie al tiamulinului poate fi utilizat pentru a prezice potentialul sau de a se
fotodegrada. Datele arata ca tiamulinul absoarbe lumina in domeniu spectral intre 200 nm si 280 nm si nu
absoarbe nici o lumina la o lungime de unda mai mare de 280 nm. Lumina naturala a soarelui are foarte
putina energie in domeniu de lungime de undd mai mare de 280 nm. Astfel, se prevede ca, in conditii de
lumina naturald, tiamulinul nu va fi fotodegradabil.

Datele disponibile despre Tiamulin hydrogen fumarat folosite in evaluarea de risc de mediu sunt
prezentate in Tabelul 2.6.

Tabel 2.6.Parametrii de evaluare risc de mediu Tiamulin hydrogen fumarat

Proprietate Parametru Valoare parametru
Fizico-chimice Solubilitate in apa 7580mg/I
Constanta de disociere in apa, pKa 7,44
Presiune de vapori 0,06 Pa
Mobilitate n sol Koc 536 I/kg
Persistenta in sol DT 50 (zile) 10,2 (sol, 20 °C)
Persistenta in dejectii DT 50(zile) 49 zile (la25 ° C)
590 de zile (la 10 °C)
Bioacumulare Log Kow 1,2 (pH 5,5)
3,4 (pH 7)
4,4 (pH 8,5)

(OECD 307, OECD 106, OECD 112, OECD 117,0ECD 201, OECD 105)
PNEC apa determinat este prezentat in Tabelul 2.7.

Tabel 2.7. PNECapa Tiamulin hydrogen fumarat

Specie Parametru / valoare FA PNEC
(mg/l / mg/kg) VICH (mg/l / mg/kg)
Pesti 96 ore LCso= 15,1 1000 0,015
Alge sau alte plante ECso= 11,7 100 0,117
acvatice 96 ore
Crustacea (Daphnia magna) ECso=17,3 100 0,017
384 ore

Earthworms si enchytraeids NOEC = 1000 10 100

(OECD 201, OECD 202, OECD 203, OECD 220/222)
S-a luat in considerare in calculele urmatoare cea mai sensibila valoare de toxicitate:
Alge 96 h, EC50 =11,7, mg/l, FA =100 , PNECapa = 0,117mg/I

Calculul PNEC sol si PNEC sediment luand in considerare PNECapa (determinat din rezultatul
efectelor determinate experimental), se efectueaza utilizind EPM (metoda de partitionare echilibratd),
coform relatiilor 1.1 si 1.2. Au rezultat PNECsol = 1,119 mg/kg si PNECsed =1,452 mg/kg.

Pentru a putea estima efectele adverse asupra ecosistemelor solului, a fost realizata o analiza de risc.
Pentru a determina riscul (R), PEC-urile initial calculate sunt comparate cu PNEC-urile determinate din
datele de ecotoxicitate disponibile (R = PEC/ PNEC) (Tabel 2.8).
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Tabel 2.8. Riscul, R Tiamulin hydrogen fumarat

Parametru
SpeCia Rinisol Riniapifreatica Riniapasupraf Rinisediment
si categoria
broileri 0,77 0,28 0,25 0,58
curcani 0,55 0,19 0,17 0,41
iepuri 0,54 0.19 0,17 0,41
suine 0,65 0,23 0,21 0,49

Valorile riscului pentru mediu foarte mici (R < 1), pentru toate speciile fac ca evaluarea sa se
opreasca aici si rezulta ca produsul medicinal veterinar nu ar prezenta nici un risc asupra ecosistemului.
Degradarea rapida a tiamulinului pe parcursul depozitarii dejectiilor (DT50 <13 zile ) faptul ca nu persista
in sol, nu exista posibilitatea acumularii 1n mediu, indica faptul ca nu exista un risc al tiamulinului asupra
mediului [71- 90].

2.4. Evaluarea analitica a riscului de mediu pentru florfenicol

Produsul FLORFENICOL FP 10% - solutie orala pentru gaini (broileri, tineret inlocuire) si suine,
are ca substanta activa antibioticul florfenicol, un derivat de tiamfenicol. Produsul contine 100 mg/ml
florfenicol.

Florfenicolul este absorbit rapid in organismele animalelor tratate si jumatate din doza de florfenicol
administratd se elimind din organism in forma initiald. Amina, acidul oxamic si alcoolul, metabolitii
principali ai florfenicolului au o activitate antimicrobiana foarte redusa. Florfenicolul nu este volatil,
prezintd absorbtie in ultraviolet (UV) (maxim de absorbtie 224 nanometri) si punctul sdu de topire este la
154 °C. Comparativ cu florfenicolul, produsii de metabolism sunt mult mai solubili (solubilitate > 500 g/
1) si mult mai putin lipofilici.

Florfenicolul din medicamentul considerat este excretat in urina (97%), si in materiile fecale (3%).

Se administreaza 2 mg florfenicol/’kg greutate corporald la suine, 7 zile si 20 mg florfenicol/ kg
greutate corporald la pasari (gaini, broileri), 5 zile. Excretele care rezulta sunt depozitate si aplicate pe sol
ntr-o etapa ulterioara. Concentratiile rezultate Tn aceste compartimente de mediu, vor fi determinate de
proprietatile fizico-chimice ale substantei active, de partitionarea sa in sol si sedimente, de degradarea
abiotica si biotica de degradarea substantei active in dejectiile lichide si solide si de caracteristicile de mediu
(inclusiv tipul de sol, conditiile climatice).

Se calculeazd PECsol initial (conform ghidului EMEA) pentru fiecare specie tintd si categorie
tehnologica. (Tabel 2.9).

Tabel 2.9. PECsol,apa freaticd, apa de suprafata si sediment initial florfenicol

Parametru
Specia PECsol P ECapﬁfreaticé PECapésuprafagﬁ PECsediment
si categoria [mg/kg] [mg/l] [mg/l] [mg/kg]
suine intensiv 0,082 0,068 0,062 0,156
broileri intensiv 0,886 0,736 0,667 1,681
gdini intensiv 0,196 0,163 0,147 0,372

Va fi utilizata cea mai nefavorabila valoare a PECsol. Intrucit valoarea PECsol initial pentru specia
tintd broileri este mai mare de 0,1 mg/kg, evaluarea riscului pentru mediu trebuie sa continue in Faza II,
treapta A.

Formula moleculara a florfenicolului este C12H14CI2FNO4S iar formula structurala 2,2-dichloro-N-
[(1R,2S)-3-fluoro-1-hydroxy-1-(4-methylsulfonylphenyl)propan-2-yl]acetamide este prezentata in Figura
2.2.
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Figura 2.3. Structura Florfenicolului [179]

Tn Faza Il treapta A. se evalueaza potentialul produsului considerat, de a afecta organismele din
mediu acvatic si terestru.

Din studiile disponibile privind fotoliza si hidroliza florfenicolului si a metabolitilor sdi reiese ca
aceste procese nu influenteaza semnificativ degradarea lor in mediu (Connor, 1995; Fackler, 1991a-d).

Florfenicolul, cu o solubilitate in apa substantiald si cu un coeficient de partitie, log Kow extrem de
scazut, tinde s ramana in apa.

Degradarea florfenicolului (DTso, DToo) in trei sisteme diferite de sediment-apa, coeficientul de
distributie solid-apa (Kd) si coeficientul de sorbtie pe carbon organic (Koc), sunt prezentate in Tabelul 2.10.

Tabel 2.10 Degradarea florfenicolului in sediment-apa

Sursa Tip sediment | Carbon Degradarea Kd (I/kg) Koc (I/kg)
organic | sediment/ api (zile)
% DTso DToo
apa salina pamant fertil 3.2 13.0 43.1 0.293 9.1
apa pamant fertil 2.4 8.4 27.8 0.434 18.1
apa pamant nefertil 0.76 19.4 64.5 0.250 32.9

Valorile caracteristicilor de sorbtie Kd si Koc pentru florfenicol sunt mici (Kd au fost determinate
in intervalul 0.07-0.59 si Koc, 10-27, in intervalul 10-27) (Tabel 2.11).

Tabel 2.11 Adsorbtia florfenicolului in sol

Adsorbtia Florfenicol Metabolitii florfenicolului
solului Amina Alcoolul Acidul oxamic
sorbtie (%) 2-10 23.9-39.9 1.3-8.2 7.5-43
Kd (I/kg) 0.07-0.59 1.56-3.35 0.07-0.45 0.41-3.78
Koc (I/kg) 10-27 162-241 7-76.5 36.4-642
Mobilitate Foarte mobil Moderat Foarte mobil spre | Mobil spre putin
spre mobile moderat mobil mobil
Referinta Fackler (1990) | Fackler (1991a) Fackler (1991b) | Fackler (1991c)

Datele disponibile despre Florfenicol, folosite in evaluarea de risc de mediu sunt prezentate in
Tabelul 2.12.

Tabel 2.12. Parametrii de evaluare risc de mediu Florfenicol

Proprietate Parametru Valoare parametru
Fizico-chimice Solubilitate in apa 1,32mg/I
Constanta de disociere 7,5 I/kg Amine metabolit
in apa, pKa 1,99 I/kg Acid oxamic metabolit
Presiune de vapori 0,06 Pa
Mobilitate Tn sol Koc 18,38 I/kg
Persistenta in sol DT 50 (zile) 13 (sol, 20 °C)
Persistenta in dejectii DT 50(zile) 3,6
Bioacumulare Log Kow 0,37 (pH 7)

(OECD 307, OECD 106, OECD 112, OECD 117, OECD 201, OECD 105)
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Testele de toxicitate acuta efectuate in conformitate cu OECD 202, la Daphnia magna expusa la
florfenicol, la concentratii de pana la 330 mg /1 (LeLievre, 1991a) au permis determinarea valorilor EC50
st NOEC (Tabelul 2.13)

Tabelul 2.13 Toxicitatea acutd a florfenicolului si a metabolitilor majori la Daphnia magna

Metabolitii florfenicolului
Parametru Florfenicol Amina Alcoolul | Acidul oxamic
EC50 (mg/l) >330 >18 >14 >24
NOEC (mg/L) <100 18 8.9 24
Referinta LeLievre (1991a) LeLievre (1991b) LeLievre LeLievre
(1991c¢) (1991d)

PNEC apa determinat este prezentat in Tabelul 2.14.
Tabel 2.14. PNECapa Florfenicol

Specie Parametru FA PNEC
evaluare/ valoare VICH (ma/l)
ECso or LCso (mg/l)
Oncorhynchus mykiss >780 100 7.8
Lepomis macrochirus >830 100 8.3
Daphnia magna >330 100 3.3
Navicula pelliculosa 61 10 6.1
Pseudokirchneriella 1 10 0.1
subcapitata
Lemna gibba 0.76 10 0.076
Anabaena flos-aquae 0.23 10 0.023
[168.169]

Valorile de toxicitate variaza, pestele (O. mykiss si L. macrochirus) avand cele mai mari valori acute
raportate , mai mari de 780 si 830 mg /I, respectiv A. flos-aquae avand valoarea cea mai mica, de 0,23 mg
/'1. Aceasta din urma valoare indica faptul cd cianobacteria de apa dulce,

A. flos-aquae, este cea mai sensibila specie de apa dulce pentru care sunt disponibile date de evaluare Faza
Il, Treapta A.

Studiile asupra plantelor terestre au examinat atat aparitia rasadurilor cat si cresterea. Acesta din
urma a reprezentat obiectivul mai sensibil, astfel incat PNEC-urile sunt derivate pe baza datelor privind
cresterea (greutate umeda). PNEC (raportul dintre valorile de toxicitate si AF) pentru organismele terestre
variaza de la 0,005 mg / kg pentru caltunas pana la 0,156 mg / kg pentru rame. (Tabel 2.15).

Tabel 2.15 PNEC-urile pentru nevertebrate si plante terestre florfenicol

Specie Parametru/valoare FA PNEC
(ma/kg) VICH (ma/kg)
Rame (reproducere) NOEC: 1.56 10 0.156
Caltunas EC50: 0.5 100 0.005
Mustar EC50: 1.7 100 0.017
Grau weight EC50: 6.7 100 0.067
Caltunas EC50>1 100 >0.01
Varza EC50: 0.859 100 0.009
Mugstar EC50: 0.705 100 0.007
[168,169]

S-a luat in considerare 1n calculele urmatoare cea mai sensibila valoare de toxicitate:

Alge 96 h, EC50 = 0,23 mg/l, AF =10 , PNECapa = 0,023mg/I
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Calculul PNEC sol si PNEC sediment luand in considerare PNECapa (determinat din rezultatul
efectelor determinate experimental), se efectueaza utilizind EPM (metoda de partitionare echilibratd),
coform relatiilor 1.1 si 1.2. Au rezultat PNECsol = 0,01016 mg/kg si PNECsed =0,02718 mg/kg.

Pentru a putea estima efectele adverse asupra ecosistemelor solului, a fost realizata o analiza de risc.
Pentru a determina riscul (R), PEC-urile determinate initial sunt raportate la PNEC-urile determinatel din
datele de ecotoxicitate (R = PEC/ PNEC) (Tabel 2.16).

Tabel 2.16. Riscul (R) Florfenicol

Parametru
SpeC ia Rinisol Riniapéfreaticé Riniapésupraf Rinisediment
si categoria
broileri 87,2 32 29 61,84
gaini 19,29 7,08 6,39 13,68
suine 11,9 4,34 3,95 8,46

Valorile riscului pentru mediu , R >1, pentru toate speciile fac ca evaluarea sa continue cu rafinarea
PEC-urilor bazata pe metabolism (fractia de doza considerata activa este 0,5), pe degradarea in dejectii si
n sol, rafinare efectuata conform prevederilor ghidului EMEA (Tabel 2.17).

Tabel 2.17. Riscului rafinat (Rraf ) Florfenicol

Parametru
Specia Rmetabolism Rdegradare in dejectii Rdegradare in sol
si categoria (dupa 2 raspandiri)
broileri 43,6 1,37 1.37
gdini 9,64 0,004 0,004
suine 5,90 0,06 0,06

Deoarece valorile riscului rafinat pentru mediu se mentine Rraf >1 si dupa rafinarea PEC-urilor,
pentru specia broileri, evaluarea continud in Faza Il Treapta B cu perfectionarea PNEC-urilor.

Caracterizarea riscului de treapta B ia in considerare efectele cronice, asupra organismelor acvatice
si terestre. PNEC-urile, sunt calculate pe baza datelor de ecotoxicitate disponibile si factorilor
corespunzatori de evaluare.

Efectele acvatice, calcul PNEC

Date privind efectele acvatice de treapta B sunt disponibile pentru trei niveluri trofice: plantele
acvatice, nevertebratele si pesti. Studiile de inhibare a cresterii algelor si cianobacteriene care au fost
realizate [168] pot fi utilizate pentru a evalua efectele cronice, la nivelul B comparativ cu efecte acute la
nivelul A. Pentru nevertebrate, sunt disponibile date dintr-un studiu al ciclului de viatda Daphnia [169], un
studiu de reproducere a rotiferelor si un studiu de 28 de zile, benthic midge. Pentru pesti, un studiu la etapa
de inceput a vietii ofera date pentru evaluarea de nivel B. Daca a fost disponibild mai mult de o valoare de
toxicitate, a fost selectatd cea mai mica valoare (indicand cea mai mare toxicitate) (Tabel 2.18).

Tabel 2.18. PNECapa rafinat, florfenicol Treapta B [168,169]

Specie si Referinta Toxicitate punct | Valoare | AF PNECapa
final toxicitate | VICH rafinat
(mg/l) (mg/l)
Pseudokirchneriella subcapitata NOEC, 96-h 0.75 10 0.075
Lemna gibba NOEC, 7zile 0.39 10 0.039
Navicula pelliculosa EC10, 72h 18.7 10 1.87
Anabaena flos-aquae NOEC, 96-h 0.11 10 0.011
Daphnia magna NOEC, 21zile 1.5 10 0.15
Brachionus calyciflorus NOEC, 2zile 0.76 10 0.076
Pimephales promelas NOEC, stadiul | 5.5 10 0.55
timpuriu al vietii
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Efectele terestre, calcul PNEC

Conform ghidului EMEA, studiile privind efectele terestre la nivelul B includ studii de transformare
a azotului extins la 100 de zile si teste de crestere a plantelor terestre. Datele disponibile privind toxicitatea
florfenicolului care Tndeplinesc aceste cerinte sunt prezentate mai jos. Studiul privind caltunasul, de Bealing
si colab. (1999), a constatat ca efectul cel mai sensibil masurat a fost pe cea mai lunga frunza a perechilor
de frunze primare si secundare, iar NOEC bazat pe acest efect a fost de 0,16 mg / kg. Studiul efectuat de
Gray (2007) a furnizat valori NOEC pentru varza si mustar pe baza greutatii, care a fost cel mai sensibil
efect final (Tabel 2.19, Tabel 2.20).

Tabel 2.19 PNEC sol (pentru organismele terestre) rafinat — florfenicol treapta B [168,169]

pecie si Referinta Toxicitate punct | Valoare AF PNECsol
final toxicitate VICH rafinat
(mg/kg) (mg/kg)
Caltunas NOEC crestere 0.16 10 0.016
Varza NOEC greutate | 0.123 10 0.0123
Mustar NOEC greutate | 0.123 10 0.0123

Tabel 2.20. PNEC sediment (organisme sediment) rafinat - treapta B — florfenicol treapta B [168,169]

Specie si Referinta Toxicitate | Valoare AF PNECsediment
punct final | toxicitate VICH rafinat
(mg/kg) (mg/kg)
Chironomus riparius NOEC, 28-d | 25 10 2.5

Acolo unde a fost disponibild mai mult de o valoare de toxicitate, a fost selectatd cea mai mica
valoare (indicand cea mai mare toxicitate).

Evaluarea riscului rafinat Treapta B (PECrafinat / PNECrafinat)

PEC-urile rafinate, calculate pe baza degradarii in dejectii si tinand seama de factorul de
metabolizare Fa (PEC degradare in dejectii X Fa), Sunt comparate cu PNEC-urile rafinate de nivel B, derivate din
valorile de toxicitate si factorii de evaluare folositi la nivelul B pentru determina Riscul (Raf) Treapta B
pentru fiecare specie tratata (Tabelul 2.21, 2.22, 2.23).

Tabelul 2.21 Rrafinat suine

Compartimentul | PEC rafinat | Toxicitate PNECrafinat Rrafinat
mg/l, mg/kg mg/l, mg/kg
Apa 0,0007 Anabaena flos-aquae | 0,011 0,06

(Gallagher et al., 2008a)
NOEC 0,11, AF=10

Sol 0,0007 Mustar (Gray, 2007) NOEC | 0,0123 0,05
0,123, AF=10

Sediment 0,0007 Chironomus riparius | 2,5 0,0003
(Bradley, 2009) NOEC 25,
AF=10
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Tabelul 2.22 Rrafinat broileri

Compartimentul | PEC rafinat | Toxicitate PNECrafinat Rrafinat
mg/l, mg/kg mg/l, mg/kg
Apa 0,0007 Anabaena flos-aquae | 0,011 0,63
(Gallagher et al., 2008a)
NOEC 0,11, AF=10
Sol 0,0007 Mustar (Gray, 2007) NOEC | 0,0123 0,56
0,123, AF=10
Sediment 0,0007 Chironomus riparius | 2,5 0,003
(Bradley, 2009) NOEC 25,
AF=10
Tabelul 2.23 Rrafinat gdini
Compartimentul | PEC rafinat | Toxicitate PNECrafinat Rrafinat
mg/l, mg/kg mg/l, mg/kg
Apa 0,00006 Anabaena flos-aquae | 0,011 0,005
(Gallagher et al., 2008a)
NOEC 0,11, AF=10
Sol 0,00006 Mustar (Gray, 2007) NOEC | 0,0123 0,005
0,123, AF=10
Sediment 0,00006 Chironomus riparius | 2,5 0,00002
(Bradley, 2009) NOEC 25,
AF=10

Riscul rafionat (Raf) Treapta B pentru fiecare compartiment de mediu este prezentat in Tabelul 2.24

Tabel 2.24 Riscul (Raf) Treapta B Florfenicol

Parametru
Specia Rraf sol Rraf apa Rraf sediment
si categoria
broileri 0,63 0,56 0,003
gaini 0,005 0,005 0,00002
suine 0,06 0,05 0,0003

Coeficientii de risc treapta B calculati au fost < 1 pentru toate speciile indicate in cele trei
compartimente de mediu: apd, sol, sediment. Din analiza impactului asupra mediului a produsului
FLORFENICOL FP 10% solutie orala pentru gaini (broileri, tineret inlocuire) si suine rezultd cd nici un
risc nu ar fi asupra speciilor ecosistemului.

Activitatea florfenicolului asupra microorganismelor procariote nu este de neglijat: concentratia
minima inhibitoare (MIC) pentru Pasteurella multocida este de 0,25 mg/l , pentru Trichoderme viride si
Aspergillus niger este de peste 1 mg/l, pentru Nitrobacter sp.) este de 65 mg /I iar pentru Nitrosomonas
europaea este de 2,5 mg /I [ 91- 99].

2.5. Evaluarea analitica a riscului de mediu pentru lincomicina si spectinomicina

Produsul LIN — SPE — MIX 880 - pulbere hidrosolubila pentru suine si broileri, are ca substanta activa
lincomicina (sub formd de lincomycin hydrochloride) si spectinomicina (sub forma de spectinomycin
dihydrochloride pentahydrate). Produsul contine293mg/g lincomicina, 293mg/g spectinomicina.
Lincomicina este un antibiotic lincosamidic obtinut din Streptomyces lincolnensis, activda impotriva
bacteriilor gram-pozitive, a unor bacterii anaerobe gram-negative si a Mycoplasma spp . Spectinomicina
este un antibiotic aminociclitol obtinut din Streptomyces spectabilis; activ impotriva unor bacterii gram-
negative aerobe, a unor coci gram-pozitivi si a Mycoplasma spp.

LIN-SPE-MIX 880 se elimina prin urina si fecale fie in forma neschimbata, fie sub o forma inactiva
microbiologic, circa % din doza, in decurs de 6 ore de la administrare. Lincomicina suferd un metabolism
hepatic si se excretd 1n bila si urina (Aiello, 1998). Spectinomicina este excretata in cea mai mare parte,
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nemodificata, 1in fecale si urind (Aiello, 1998). Se administreazd 5,5 mg lincomicina si 5,5 mg
spectinomicina/kg greutate corporala la suine si 8,8 mg lincomicina si 8,8 mg spectinomicina /kg greutate
corporala la broileri , pe o durata de 7 zile. Excretele care rezulta sunt depozitate si aplicate pe sol intr-0
etapa ulterioara. Concentratiile rezultate in aceste compartimente de mediu, vor fi determinate de
proprietatile fizico-chimice ale substantei active, de partitionarea sa in sol si sedimente, de degradarea
abiotica si bioticd de degradarea substantei active in dejectiile lichide si solide si de caracteristicile de mediu
(inclusiv tipul de sol, conditiile climatice).

Se calculeaza PECsol initial (conform ghidului EMEA) pentru fiecare specie tintd si fiecare
substanta activa. (Tabel 2.25, 2.26).

Tabel 2.25. PECsol,apa freatica, apa de suprafata si sediment initial lincomicina

Parametru
SpeCia PEC;ol PECapéfreaticﬁ PECapﬁsuprafaﬁ\ PECsediment
si categoria [mg/kg] [mg/1] [mg/1] [mg/ke]
suine intensiv 0,334 0,106 0,096 0,437
broileri intensiv 0,063 0,020 0,018 0,083

Tabel 2.26. PECsol,apa freatica, apa de suprafata si sediment initial spectinomicina

Parametru
SpeCia PEC;ol PECapﬁfreaticé PECapﬁsuprafagﬁ PECsediment
§i categoria [mg/kg] [mg/1] [mg/1] [mg/kg]
suine intensiv 0,334 0,011 0,010 0,329
broileri intensiv 0,063 0,002 0,002 0,022

Calcularea PECsol initial total pentru LIN-SPE-MI1X 880 a fost efectuata prin insumarea PEC sol
initial pentru cele doua substante active luind in considerare rezultatele cele mai nefavorabile, obtinute pe
specia suine.

Calcularea PECapa total (freatica si de suprafata) pentru LIN-SPE-MIX 880 se efectueaza prin
insumarea PEC apa (freatica si de suprafata) pentru cele doua substante active (lincomicina si
spectinomicina) luind in considerare rezultatele cele mai nefavorabile, obtinute pe specia suine.

PECapa freatica total LIN-SPE-MIX 880 = 0,118 mg/I

PECapa de suprafata total LIN-SPE-MI1X 880 = 0,106 mg/I

PECapa sediment total LIN-SPE-MIX 880 = 0,767mg/kg

Intrucat valoarea PECsolinitial pentru specia tinti suine este mai mare de 0,1 mg/kg, evaluarea riscului
pentru mediu trebuie sa continue in Faza II, treapta A.

Formula moleculara a levamisolului clorhidrat este C1gHasCIN20gS iar formula structurala (2S,4R)-
N-[(1R,2R)-2-hydroxy-1-[(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-methylsulfanyloxan-2-yl]propyl]-1-
methyl-4-propylpyrrolidine-2-carboxamide;hydrochloride, este prezentata in Figura 2.4.

Figura 2.4. Structura lincomicina clorhidrat [180]
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Formula moleculara a spectinomicinei diclorhidrat pentahidrat este C14H3sCl2N2012 iar formula
structurala(1R,3S,5R,8R,10R,11S,12S,13R,14S)-8,12,14-trihydroxy-5-methyl-11,13-bis(methylamino)-
2,4,9-trioxatricyclo[8.4.0.03,8]tetradecan-7-one;pentahydrate;dihydrochloride (2S5,4R)-N-[(1R,2R)-2-
hydroxy-1-[(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-methylsulfanyloxan-2-yl]propyl]-1-methyl-4-
propylpyrrolidine-2-carboxamide;hydrochloride), este prezentata in Figura 2.5.
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Figura 2.5. Structura spectinomicinei diclorhidrat pentahidrat [181]

Tn Faza |l treapta A. se evalueaza potentialul produsului LIN-SPE-MI1X 880 de a afecta organismele
din mediu acvatic si terestru.

Daca sunt expuse la lumina zilei, lincomicina si spectomicina pot suferi fotoliza la interfata sol-
atmosfera si la suprafata dejectiilor. Timpul mediu necesar pentru disiparea a 50% lincomicina a fost de 31
zile. Lincomicina se incadreaza astfel la substantele moderat persistente in sol.

Lincomicina este suficient de stabila in timpul depozitérii dejectiilor , astfel incat aceasta sa fie
prezenta atunci cand acestea sunt aplicate pe culturi sau pe pasuni ca sursd de nutrienti pentru plante.
Monitorizarea concentratiilor de lincomicind in solurile modificate cu dejectii a demonstrat ca acest
antimicrobian poate persista la distante mai mari de 5 cm de sol timp de mai multe luni dupa aplicare.

Datele disponibile despre lincomicina si streptomicina folosite in evaluarea de risc de mediu sunt
prezentate in Tabelul 2.27, 2.28.

Tabel 2.27. Parametrii de evaluare risc de mediu lincomicina

Proprietate Parametru Valoare parametru
Fizico-chimice Solubilitate in apa 900 mg/I
Punct de topire 148°C
Presiune de vapori 0,06 Pa
Mobilitate n sol Koc 59 I/kg
Persistenta in sol DT 50 (zile) 31
Bioacumulare Log Kow 0,56

National Library of Medicine PubChem

Tabel 2.28. Parametrii de evaluare risc de mediu spectinomicind

Proprietate Parametru Valoare parametru
Fizico-chimice Solubilitate in apa 100 mg/I
Presiune de vapori 0,06 Pa
Mobilitate Tn sol Koc 580 I/kg
Persistenta in sol DT 50 (zile) -
Bioacumulare Log Kow 0,82

National Library of Medicine PubChem

28




Spectinomicina nu persista in sol, nu exista posibilitatea acumularii in mediu. Pentru lincomicina si

spectinomicina, potentialul bioacumulativ este mic.

Valorile de toxicitate experimentala disponibile si predictibile au indicat faptul cd toxicitatea

lincomicinei si spectinomicinei la organismele acvatice si terestre este scazuta.

PNEC apa determinat din valorile de ecotoxicitate disponibile pentru lincomicina si spectinomicind si

factorul corespunzator de evaluare, este prezentat in Tabelul 2.27, 2.28.

Tabel 2.27 PNECapa lincomicind

Specie Parametru / valoare | FA PNEC
mg/L VICH (mg/l)
Pesti 96 ore LCso= 980 1000 0,98
(Lepomis macrochirus -
Bluegill Sunfish)
Alge ECso= 721 1000 0,721
(Ceriodaphnia)
(OECD 202, OECD 203)
Tabel 2.28 PNECapa spectinomicind
Specie Parametru / valoare | FA PNEC
mg/L VICH (ma/l)
Pesti 96 ore LCso= 118 1000 0,118
(Oncorhynchus mykiss
Rainbow Trout)
Crustacea ECso= 1000 1000 1
(Daphnia magna) 48 ore
S. capricornutum (green | ECso =1,18 1000 0,00118
alga), 72 ore

(OECD 202, OECD 203)

Spectinomicina care are stabilitate redusa in dejectiile stocate nu a fost detectata in dejectiile
aplicate culturilor sau pajistilor. In consecintd, nu a fost detectata in solul tratat cu ingrasaminte.
S-a luat 1n considerare in calculele urmatoare cea mai sensibila valoare de toxicitate:

Alge PNECapa lincomicina = PNEC Ceriodaphnia = 0,721 mg/I

Calculul PNEC sol si PNEC sediment luand in considerare PNECapa (determinat din rezultatul
efectelor determinate experimental), se efectueaza utilizind EPM (metoda de partitionare echilibrata),
coform relatiilor 1.1 si 1.2. Au rezultat PNECsol = 0,834 mg/kg si PNECsed =1,485 mg/Kkg.

Pentru a putea estima efectele adverse asupra ecosistemelor solului, a fost realizata o analiza de risc.
Pentru a determina riscul (R), PEC-urile initial determinate sunt comparate cu PNEC-ul calculat din datele
disponibile de ecotoxicitate (R = PEC/ PNEC) pentru specia suine. (Tabel 2.29)

Tabel 2.29. Riscul lincomicinei, R

Parametru
SpECia Rinisol Riniapﬁfreaticé Riniapﬁsupraf Rinisediment
si categoria
suine 0.79 0,16 0.14 0,51

Valorile riscului pentru mediu foarte mici (R < 1), pentru toate speciile fac ca evaluarea sa se
opreasca aici si rezultd cd produsul medicinal veterinar nu ar prezenta nici un risc asupra ecosistemului
[100 - 123].
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2.6. Diseminarea cercetarilor de evaluare a impactului asupra mediului al medicamentelor
veterinare

Metoda software de evaluare a impactului asupra mediului a fost efectuata pe baza unor
algoritmi proprii de calcul care au fost obiectul unor lucrari stiintifice publicate in revista producétorilor de
medicamente de uz veterinar din Romania, “Medicamentul Veterinar”, cotata BDI [148 — 149].

Am efectuat cercetari privind analiza transferului levamisolului, tiamulinului in tesutul animal dupa
administrare pe cale orala, factor important pentru asigurarea sigurantei alimentelor si a protectiei mediului,
n scopul elaborarii metodelor HPLC-MS/MS pentru determinarea reziduurilor de tiamulin, levamisol.

Am efectuat cercetdri pentru evaluarea impactului asupra mediului al penicilinei G prin metoda
analiticd, metoda software si am elaborat in colaborare cu Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
pentru Protectia Mediului, metoda SPE-Online-UHPLC-MS/MS pentru determinarea penicilinei G din
apele de suprafata.

Aceste cercetari au fost publicate 1n articole din reviste de specialitate cotate 1SI, de nivel Q1, Q2.
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CAPITOLUL 3
ALGORITMI DE CALCUL IN ANALIZA RISCULUI DE MEDIU

3.1. Algoritmul general de calcul

Pentru evaluarea riscului pentru mediu a substantelor active prezente in PMV, a fost intocmit un
algoritm propriu de calcul care a stat la baza elaborarii unui soft-ware original si interactiv specializat, care
sa permita determinarea precisa si intr-un timp scurt a impactului substantei active asuupra factorilor de
mediu: sol, apa, sediment.

Algoritmul general de calcul integreaza toate etapele parcurse conform cerintelor ghidului EMEA
de la determinarea concentratiilor predictibile initiale in sol (PEC-urile initiale calculate pe baza abordarii
reziduului total), al concentratiilor predictibile in apa (PEC-urile initiale calculate in apa, sediment), al
concentratiilor predictibile Tn mediu recalculate pe baza tipului de excretie, metabolismului substantelor
active, pe baza degradarii substantelor active in sol si dejectii, al concentratiilor predictibile fara efect,
PNEC, pentru fiecare specie tratatd cu produsul medicinal veterinar, pentru toate compartimentele de
mediu, sol, apa subterana, apa de suprafata, sediment pand la stabilirea riscului initial R si rafinat, Rraf.,
Faza Il Treapta A.

in ghidul EMEA relatiile sunt grupate dupa diverse criterii in diferite capitole dar nu intr-0
succesiune necesara evaludrii conform celor doua faze. Algoritmul original redd sucsesiunea logicd a
tuturor pasilor care trebuie parcursi in scopul calculului tuturor parametrilor necesari pentru finalizarea
evaluarii (Figura 3.1).

Introducerea datelor de intrare privitoare la animalele in tratament
si la substanta activa din produsul medicinal veterinar analizat

v

Determinarea valorilor initiale ale concentratiilor predictibile PECiaiiat in sol, apa freatica,
apa de suprafata si sediment in urma administrarii substantei active din produsul medicinal
veterinar analizat

v

Determinarea valorilor concentratiilor predictibile fara efect PNEC de substanta activa din
produsul medicinal veterinar analizat in sol, apa freatica, apa de suprafata si sediment

v

Determinarea valorilor initiale ale riscurilor Risial in sol, apa freatica, apa de suprafata si
sediment in urma administrarii substantei active din produsul medicinal veterinar analizat

v

Determinarea valorilor rafinate ale concentratiilor predictibile PECnfina de substanta activa
din produsul medicinal veterinar analizat in solul, apa freatica, apa de suprafata si sedimentul
unor terenuri agricole sau fanete in urma fertilizarii organice cu balegar provenit de la speciile

si categoriile de animale in tratament, crescute in sistem intensiv sau din solul, apa freatica,

apa de suprafata si sedimentul unor pasuni pe care speciile si categoriile de animale in
tratament sunt crescute in sistem liber

v

Determinarea valorilor rafinate ale riscurilor Rufisa In sol, apa freatica, apa de suprafata si
sediment in urma administrarii substantei active din produsul medicinal veterinar analizat in
solul, apa freatica, apa de suprafata si sedimentul unor terenuri agricole sau fanete in urma
fertilizarii organice cu balegar provenit de la speciile si categoriile de animale in tratament,
crescute in sistem intensiv sau din solul, apa freatica, apa de suprafata si sedimentul unor
pasuni pe care speciile si categoriile de animale in tratament sunt crescute in sistem liber

v

Afisarea valorilor riscurilor initiale Rinitiat i rafinate Rufins pentru in urma administrarii
substantei active din produsul medicinal veterinar analizat

Figura 3.1. Algoritmul general de calcul

In schemele structurale ale algoritmilor de calcul, paralelogramele reprezinta blocuri de intrare date
sau iesire date, dreptunghiurile sunt pasii algoritmului, iar romburile sunt blocurile logice.
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CAPITOLUL 4
METODA SOFTWARE TN ANALIZA RISCULUI DE MEDIU

4.1. Descrierea metodei software

Avand finalizat algoritmul propriu de calcul, prezentat in capitolul anterior, pentru evaluarea
riscului de mediu, am elaborat unui soft-ware original interactiv care:

- este foarte usor si comod de operat permitand introducerea cu usurinta a tuturor datelor privitoare la
produsul medicinal veterinar analizat si la animalele 1n tratament;
- urmeaza si expliciteaza concret pasii algoritmului de calcul avand inglobate toate datele din ghid necesare
evaludrii, nemaifiind necesara consultarea acestuia in timpul analizei;
- contine mai multe variante de calcul a unor parametrii permitdnd alegerea variantei celei mai
corespunzatoare;
- permite evaluatorilor de mediu efectuarea unor analize de risc de mediu deosebit de minutioase 1n perioade
extrem de reduse de timp;

Dupa introducerea tuturor datelor specifice produsului, conform indicatiilor de administrare si
datelor specifice substantelor active din produs, sunt afisate valorile tuturor parametrilor necesari evaluarii.

Softul a fost creat in programul MATHCAD, versiunea 16 si actualizat pentru versiunile curente
MATHCAD PRIME.

Am selectat sa prezint ca aplicatii ale metodei software, doud evaluari de impact asupra mediului
efectuate pentru substantele active amprolium si penicilina G.

4.2. Evaluarea riscului de mediu pentru amprolium

Evaluarea riscului de mediu este o evaluare a expunerii si a efectelor amproliumului dintr-un produs
farmaceutic veterinar sub formd de premix care contine 250 mg/g si se administreaza la.gaini, broileri
(15,62 mg amprolium /kg greutate corporala/zi, in 7 zile consecutive) si la curcani (31,25 mg amprolium
/kg greutate corporald/zi, in 7 zile consecutive).

P Formula structurala a substantei amprolium
(5-[(2-methylpyridin-1-ium-1-yl)methyl]-2-

=% propylpyrimidin-4-amine;chloride;hydrochloride) este
prezentata in Figura 4.1.
Y Formula moleculara este C14H20Cl2N4
H o /H\A
N N
H
—H

Figura 4.1.Structura amproliumului [182]

Amprolium este un agent anticocicid care actioneaza ca inhibitor competitiv al tiaminei in
metabolismul parazitului si interfereaza cu metabolismul necesitétilor de glucide pentru multiplicarea si
supravietuirea coccidiana. Se recomanda in controlul si tratamentul eimeriozei (coccidiozei) produsa de
Eimeria spp.
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4.2.1. Evaluarea analitica a riscului de mediu pentru amprolium

Calculul PEC (Analiza expunerii)

Evaluarea expunerii s-a facut pe abordarea reziduului total. S-a luat in calcul cantitatea totala a dozei
applicate, excretatd de animalul tratat, fara datele despre metabolism. Rezultatele obtinute pentru fiecare
specie au fost:

. PECsol initial broiler = 969,798 pg/kg

. PECsol initial gaini outoare = 113, 297 ng/kg
. PECsol initial gaiini inlocuire = 214,792 pg/kg
. PECsol initial curcani = 966,875 pg/kg

. PECsol initial cumulat = 2265 pg/kg

Tntrucit valorile PECsol initial pentru fiecare specie tinta sunt mai mari de 100 pg/kg, evaluarea
riscului pentru mediu continua in faza II.

Va fi utilizata in calculele urmatoare valoare PEC sol initial cumulat de la toate categoriile de
pasari.

Calculul PECwater, PECsediment

S-au calculat concentratiile predictibile de penicilina G in apa freatica (PECapa freaticd), apa de
suprafatd (PECapa de suprafatd) si in sediment (PECsediment), tinand cont de masa molara (MW= 315,24),
solubilitatea in apa (SOL = 540,32 mg/l), presiunea de vapori (VP = 0,06 Pa) si coeficientul de distributie
apa — carbon organic (Koc = 1,006 I/kg) (Tabel 4.1).

Tabel 4.1. Concentratiile predictibile de amprolium calculate in sol, apa freatica,
apd de suprafata si sediment.

Concentratie predictibila Amprolium
sol 2265 pg/kg
apa freatica 4182 g/l
apa de suprafata 5575 g/l
sediment 20630 pg/kg

Calculul PNEC (Analiza efectului)

Concentratia predictibild fara efect (PNEC), concentratia penicilinei G care marcheaza limita la care
mai jos nu sunt masurate efectele negative ale expunerii intr-un ecosistem, s-a calculat cu ajutorul datelor
de ecotoxicitate disponibile in literatura. In functie de tipul de date utilizate, factorul de evaluare a fost

utilizat pentru a tine cont de Increderea datelor de toxicitate care sunt extrapolate la un intreg ecosistem
(Tabel 4. 2).

Tabel 4. 2 Concentratia estimata fara efect (PNEC)

Compartiment Descriptori de ecotoxicitate FA PNEC
apa NOECalge: 88,4 mg/l 10 8,84 mg/l
sediment NOEC: 89,4 mg/kg 10 8,94 mg/kg
sol NOECviermi : 88,4 mg/kg 10 8,84 mg/kg

Pentru a determina riscul pentru mediul acvatic am selectat valoarea cea mai mica de toxicitate
(PNEC Anabaena flos-aquae = 8,84 mg/l).
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In cazul de mai sus, concentratia predictibila fara efect in apa (PNECapi) calculati este 8,84 mg/I.
Prin metoda factorului de evaluare, concentratia predictibila fara efect in sol (PNECsol) calculata este 8,84
mg/kg iar concentratia predictibila fara efect in sediment (PNECsediment) calculata este 8,94 mg/kg.

Calculul Rsol, apa freatica, apa de suprafatd, sediment (Analiza riscului)

PEC-urile calculate initial sunt raportate la PNEC-urile calculate anterior pentru a stabili riscul
initial. (Tabel 4.3).

Tabel 4.3 . Riscul initial cumulat (Rinitial cumulat ) al amproliumului:

Compartiment PECcumulat PNEC Rinitial cumulat
sol 2,265 mg/I 8,84 mg/kg 0,256
apa freatica/apa de suprafata | 4,182 /5,575 mg/l 8,84 mg/I 0,473/0,631
sediment 20,630 mg/kg 8,94 mg/kg 2,308

Valorile obtinute pentru PECcumulat sediment si PNEC sediment, conduc la unrisc R >1,sila o
continuare a evaluarii riscului cu rafinarea PEC-urilor.

Calculul PEC-urilor rafinate cumulate

Ajustarile necesare pentru a prelucra PECurile sunt: rafinarea bazata pe metabolism, pe degradarea
in dejectii si sol.

Considerand fractia de doza activa Fa= 0,68, s-au determinat PEC-urile rafinte pentru fiecare specie
si PEC-ul rafinat cumulat tinand seama de metabolism (PECraf met cum).

Tn rafinarea PEC-urilor bazata pe degradarea in dejectii, se iau in calcul perioada de timp in care
sunt depozitate dejectiile si degradarea amproliumului in dejectii , DT50 (zile) > 8 (PECraf dej cum).

Se determind PEC degradare sol rafinat cumulat tinand cont de numarul de etape de raspandire a
dejectiilor pe suprafata agricola (PEC deg sol raf cum).

Calculul riscurilor rafinate cumulate

PEC-urile rafinate cumulate, calculate pe baza metabolismului, degradarii in dejectii, degradarii in
sol, sunt comparate cu PNEC-urile pentru a determina riscul rafinat cumulat (Tabel 4.4).

Tabel 4.4 . Riscul rafinat cumulat (Rraf cum) al amproliumului:

Compartiment PECraf met cum PECraf dej cum PEC deg sol raf cum Rraf cum
sol 1,54 mg/kg 0,124 mg/kg 0,120 mg/kg 0,028

apa freatica/ ; - 0,45/0,6 mgl/l 0,05 mg/I / 0,068
apa de suprafata

sediment - - 2,22 mg/kg 0,248

Deoarece Rrafinat cumulat <1, nu este necesara continuarea evaluarii riscului in treapta B.
4.2.2. Evaluarea riscului mediu pentru amprolium prin metoda software

Matricile concentratiei predictibile in sol (PECsolinitiali), concentratiei predictibile in apa freatica
(PECapafreaticai), concentratiei predictibile in ape de suprafatd (PECapedesuprafatai) si concentratiei
predictibile in sediment (PECsedimenti), contin rezultatele calculate pentru toate categoriile de pasari
crescute intensiv (gaini, broileri, curcani) si tratate cu produsul analizat, conform formulelor de calcul
prevazute in ghid si prezente in software amprolium.
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Réandurile matricilor reprezinta speciile de animale tratate iar coloanele categoriile din fiecare
specie. In cazul amproliumului, rezultatele se gasesc pe randul corespunzator pasarilor (al treilea) pentru
categoriile broiler, gaini outoare, gaini inlocuire si curcani (Figura 4.2).

i 0 0 00 00N [0 0 0 0 0 0}
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PECsolinitiali = | 969.798 113297 214792 0 966875 0 PECapafreaticai= | 1791 10° 209187 396553 0 1785x 10° 0
0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0

L0 0 0 0 0 0) Lo 0 0o 0 0 0

a b
(0 0 0 0 0 0) [0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ]

PECapedesuprafatai = | 5387, 10° 278016 528778 0 238« 10° 0| PECsedimenti= gg35, 10" 1032 10° 1957 10° 0 8808 10 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lo 0 0 0 0 0 Lo 0 o 0 0 0
C d
Figura 4. 2. Calcul matricial PEC - aspecte din soft

a. matricea PECsolinitiali, [pug/kg], b. matricea PECapafreaticai, [png/1]
c. matricea PECapedesuprafatai, [ug/l], d. matricea PEC sedimenti, [pg/kg]

Softul permite selectarea valorii PEC pentru sol, apa freatica. ape de suprafata si sediment (maxim
sau cumulat) care va fi utilizata in calculele urmatoare (Figura 4.3).

Va fi utilizatd in calculele urmatoare valoare PEC sol initial cumulat de la toate categorviile de
pasari.

4 3
PECsolinitialicum = Z Z PECsolinitiali, . PECsolinitialicum = 2.265 x 107
1]
i=0j=0
PECszolinitialimax = max{FEC=olinitiali) PECszolinitialimax = 960 708
4 5 .
PECapedesuprafataicum = Z Z PEEapedesuprafataii i PECapedesuprafataicum = 5373 = 10”7
i=0j=0
PECapedesuprafataimax = max{ PECapedesuprafatai) PECapedesuprafataimax = 2387 = 107

Figura 4.3. Selectare valoare PECapa — aspecte din soft

Dupa introducerea tuturor valorile semnificative, disponibile de ecotoxicitate ale amproliumului si
conditiilor pentru metoda factorului de evaluare se afiseaza rezultatele pentru PNECapa =8,84 mg/l,
PNECso0l=8,84 mg/kg; PNEC sediment = 8,94 mg/I.

Evaluarea riscurilor initiale pentru sol a amproliumului, cuantificata prin indicatorii Rsolinii,
Rapafreaticdi, Rapedesuprafatdi, Rsedimenti, sunt calculate pentru toate speciile si categoriilor de animale
crescute intensiv, conform formulelor de calcul prevazute in ghid si prezente in software amprolium (Figura
4.4).
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(0 0 0 0 0 0) (0 0 0 0 0 0)

0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0

Rsolinii = | 0.11 0.013 0024 0 0.109 0 Rapafreaticai = | 0203 0.024 0.045 0 0202 0

0 0 0 0 0 0 0o 0 0 0 0 0

Lo o o o o o Lo o o0 o o o

a b
(0 0 0 0 0 0) (0 0 0 0 0 0)
0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0
Rapedesuprafatai = | 027 0.032 006 0 0269 0 Rsedimenti = | 0.988 0.115 0219 0 0985 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lo o o o o o Lo o o o o o
c d

Figura 4.4 Calcul matricial — aspecte din soft
a. matricea Rsolinii, b. matricea Rapafreaticai
c. matricea Rapedesuprafatdi, d. matricea Rsedimenti

Deoarece valoarea riscului cumulat in sediment este mai mare decat 1 (Rsedimentcum = 2,308),
evaluarea continua cu rafinare PEC-urilor.
Matricea concentratiei PECsolrafmeti [ug/kg] rafinate in sol la administrarea produsului analizat,

pe baza modului in care este metabolizata doza de ingredient activ de catre organismul animalelor. (Figura
4.5).

fo 0 0 0 0 0) [0 0 0 0 0 0
l s o o0 o0 o0 ol 0 0 0 0 0 0
Fai— | 063 068 068 0 068 0 PECsolrafineti = | 639.463 77.042 146059 0 657473 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lo o o 0o o0 o L0 0 0o 0 o0 o)

a b

Figura 4.5 PEC rafinat pe baza metabolismului
a.matricea fractiei din doza de ingredient activ b.matricea concentratiei PECsolrafmeti

Matricea concentratiei PECsolrafdejtai [pg/kg] rafinate in solul terenurilor arabile si
PECsolrafdejfai [pg/kg], in solul fanetelor la administrarea produsului analizat, pe baza degradarii in
dejectii a ingredientului activ, conform relatiilor 4.1 si 4.2 sunt ardtate in Figura 4.6.

e Coomseta Mti; ;-IN-1000 e o PECsolrafdsitai, .
3" pbsu-10000-2ps-Nsi; | solrafdeffai; ;= ——
(41) 4.2)
(0 0 00 0 o0 (o 0 0 0 0 0)
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PECsolrafdejtai = | 95.097 5814 436 0 18489 0 PECsolrafdeifai = | 47.548 2907 2.18 0 9245 0
60 0 0 0 0 0 0 0o 0 0 0 0
L0 6o 0 0 0 0 L0 o o0 0 0 0o
a b

Figura 4.6 PEC rafinat in sol pe baza degradarii in dejectii
a. PECsolrafdejtai n solul terenurilor arabile b. PECsolrafdejfai in solul fanetelor
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Matricea concentratiei PECapafreaticaraftai [pg/l] predictibile rafinate in apa freatica, a
ingredientului activ de la administrarea produsului analizat, sub influenta fertilizarii organice a terenurilor
arabile este prezentata in Figura 4.7.

g" 0 0 0 0 0 IZI"‘I_

0 0 0 0o 0 0

PECapafreaticaraftai = | 173382 10.734 503 0 34138 0

F’ECso].raﬁaﬂOcmi j -RHOsol 1] 1] 0 0 0 1]

PECapafreaticaraftai. . = | |
1] Ksolapa- 1000 L0 0 o0 0 0 0

Figura 4.7 PEC rafinat in apa freatica - terenuri arabile

Matricea concentratiei predictibile rafinate in apa freatica, sub influenta fertilizarii organice a
fanetelor (PECapafreaticaraffi) [png/l] este prezentata in Figura 4.8.

(0 0 0 0 0 0)

o 0 0 0 0 o

PECapafreaticaraffi = | 170216 10.406 7.804 0 33.095 0
0 0 0 0 0 0

Lo o 0 0 0 0

PE(’.'Is&JltaﬁiE(k:m.1 j -RHOsol

PECapafreaticaraffi. . =
] Ksolapa- 1000

Figura 4.8 PEC rafinat in apa freatica - fanete

Matricea concentratiei predictibile rafinate in apele de suprafatd, sub influenta fertilizarii organice
a terenurilor arabile (PECapedesuprafataraftai) si a fanetelor (PECapedesuprafataraffi) [ug/l) este
prezentata in Figura 4.9 s14.10

0 0 0 0 0 0)
0 0 0 0 0 0
PECsolrafdejtay; ; RHOsel PECapedesuprafataraftai = | 234.11 14312 10734 0 45517 0
Ksolapa- 1000
PECapedesuprafataraftai. . = P , 0 ¢ oW e
L) 3 L0 0 0o 0 0 o)
Figura 4.9 PEC rafinat in apa de suprafata - terenuri arabile
[0 0 0 0 0 0)
0 0 0 0 0 0
PECsolrafdejfy; ;- RHOsol PECapedesuprafataraffi = | 226054 13875 10406 0 44126 0
Ksolapa-1000 0 0 0 0 0 0
PECapedesuprafataraffi. . = e . |
L) 3 Lo 0 o 0 0 o)

Figura 4.10 PEC rafinat in apa de suprafata - fanete

Matricea concentratiei predictibile rafinate in sediment, sub influenta fertilizarii organice a
terenurilor arabile (PECsedimentraftai [pg/kg]) si a fanetelor (PECsedimentraffi [pug/kg]) conform relatiei
4.3 si 4.4, este prezentatd in Figura 4.11.

Ksedimentapa -PECape desuprafata:a.&aii i 1000-CONVsediment

PECsedimentraftai. . =
] FHOsediment (43)
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Ksedimentapa-PECapede suprafata:aﬁii i 1000-CONVsediment

PECsedimentrafﬁi j =

RHOsediment (4.4)
{0 0 0 0 0 0) (0 o 0 0 0 0}
o 0 o o o o 0 0o 0 0 0 0
PECsedimentraffi = | §30.867 31344 38.508 0 163293 0 PECsedimentraftai = | 366.347 32963 39.722 0 168441 0
0 0 0o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lo o o o o o Lo o o 0 0 o

Figura 4.11 Matricea concentratiei predictibile rafinate in sediment

Evaluarea riscurilor rafinate pentru sol sub influenta fertilizarii organice a terenurilor arabile (Rsolraftai ) si
fanetelor (Rsolraffi), respectiv Rsolrafcum si Rsolrafmax, calculati pe baza valorilor cumulate, respectiv maxime a e
concentratiilor predictibile rafinate anterior este prezentata in Figura 4.12 si 4.13.

(o 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
Rsolraftai = | gg11 .57 -4 -4 -3
. . 576 100 4932x 107 0 2002x 107~ 0
PE{an]:adeJtmi . ) 0 ) 0 0 0
Rsolraftai = — 3 | _
1] 1000-PNECsol ] 0 0 0 0 0/
Figura 4.12 Riscurile rafinate pentru sol - terenuri arabile
(0 0 0 0 0 0)
0 0 0 0 0 0
Fsolraffi = 001 6375 -4 47 —4 -3
01 6375x 10 ~ 4782x 10 0 2028x10 - 0
PECsolrafdeifi. .
i 0 0 0 0 0 0
Rsolraffi = ———— 3 . _
1.] 1000-PNECsol Lo 0 0 0 0 0)

Figura 4.13 Riscurile rafinate pentru sol — fanete

Evaluarea riscurilor rafinate pentru apa freatica sub influenta fertilizarii organice a terenurilor
arabile (Rapafreraftai) si fAnetelor (Rsolraffi) este prezentatd in Figura 4.14 si4.15.

g" 0 0 1] 0 1] [I'”\_
0 0 0 0 0 0
Rapafreraftai = | 002 1214107 9.107x 10~ 0 3.862x 10 ° 0
. PEEapafrean::a:aftaiLj 0 0 0 0 0 0
Eapafreraftai. . = | |
1] 1000-PNECapa (L ] 1] 0 ] o)
Figura 4.14 Riscurile rafinate pentru apa freatica - terenuri arabile
0 0 0 0 0 0)
0 0 0 0 0 0
Rapafreraffi= | 0019 1177x 107> $820x 107 0 3744x 107> 0
PECapafreaticamﬁii : 0 0 0 0 0 0
Rapafreraffi. . = :J , ;
1) 1000-PNECapa L0 0 0 0 0 0)

Figura 4.15 Riscurile rafinate pentru apa freaticd — fanete
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Evaluarea riscurilor rafinate pentru apa de suprafata sub influenta fertilizarii organice a terenurilor
arabile (Rapesupraftai) si fanetelor (Rapesupraffi) este prezentata in Figura 4.16 si 4.17.

(0 0 o 0 0 0
0 0 o 0 0 0
Rapesupraftai = | 0026 1619x 107" 1214x 10 ° 0 5.149x 10 ° 0]
PECapedesuprafataraftai, j 0 0 0 0 0 0
Rapesupraftai, . = : ‘ %
PeSTPIETE | 1000-PNECapa \ 0 0 0 0 0 0)
Figura 4.16 Riscurile rafinate pentru apa de suprafata - terenuri arabile
(0 0 0 0 0 0)
0 0 0 0 0 0
Rapesupraffi = | 0,026 157x 107" 1177x 107" 0 4992x 107" 0
PECapedesuprafataraffi, . 0 0 0 0 0 0
Fapesupraffi. . = b . :,
1. 1000-PNECapa \ 0 0 0 0 0 0)

Figura 4.17 Riscurile rafinate pentru apa de suprafata - fanete

Evaluarea riscurilor rafinate pentru sediment sub influenta fertilizarii organice a terenurilor arabile
(Rsedraftai) si fanetelor (Rapesupraffi) este prezentata in Figura 4.18 s1 4.19.

(0 0 0 0 0 0)

0 0 0 0 0 0

Rsedraftai = | 0097 5924x 107~ 4443x 10~ 0 0.019 0

PEC:;edjmern:ra.'fta.ii i 0 0 0 0 0 0

Rsedraftai. . = : . ‘
.1  1000-PNECsediment L0 0 0 0o 0 0)

Figura 4.18 Riscurile rafinate pentru sediment - terenuri arabile

{0 0 0 0 0 0)

0 0 0 0 0 0

Rsedraffi=| 0094 5743x 107~ 4307x 10~ 0 0.018 0

PECse:dimem:rafﬂi“i 0 0 0 0o 0 0
Rsedraffi. . = | |
] 1000-PNECsediment \ 0 0 0 0 0 0/

Figura 4.19 Riscurile rafinate pentru sediment — fanete

Deoarece toate valorile de risc cumulat in sol, apa, sediment sunt subunitare, evaluarea se opreste
aici si se considera cd produsul nu prezinta nu prezintd nici un risc asupra mediului.

Listing-ul integral al software-ului de evaluare a impactului amproliumului asupra mediului este
prezentat in Anexa 1.

Listing-ul integral al software-ului de evaluare a impactului penicilinei G asupra mediului este
prezentat in Anexa 2.
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CAPITOLUL 5
MONITORIZAREA PENICILINEI G DIN APELE DE SUPRAFATA PRIN SPE-ONLINE-
UHPLC-MS/MS

Tn ultimele decenii, calitatea ecosistemelor acvatice a fost amenintatd de nivelurile in crestere ale
poludrii, cauzate de emisia unor substante chimice. Decizia de punere in aplicare (UE) 2015/495 a Comisiei
publicata in martie 2015 elaboreaza o ,,listd de supraveghere” a compusilor care urmeaza sa fie monitorizati
la nivel european printre care si antibioticele.

In aceasti tezi de doctorat, a fost dezvoltati o metodologie bazati pe extractia in faza solida online
(SPE) cromatografie lichida de ultra-inaltd performanta cuplatd la un spectrometru de masa cu triplu
cvadrupol (UHPLC-MS/MS) pentru determinarea simultana a mai multor compusi, prezenti in
medicamentele veterinare, dintre care am selectat penicilina G. Metoda propusad oferd avantaje fata de
metodele deja disponibile, cum ar fi versatilitatea (mai multi compusi pot fi analizati simultan), timp mai
scurt necesar pentru analiza, robustete si sensibilitate. Utilizarea pregétirii online a probelor a minimizat
manipularea probei, a redus volumul esantionului necesar si timpul necesar analizei, facdnd astfel analiza
rapida si fiabila. Metoda a fost validata cu succes 1n apele de suprafata si in apele uzate influente si efluente,
cu limite de detectare la nivel de nanograme pe litru. Metoda dezvoltatd in aceast studiu pentru identificarea
si dozarea reziduurilor de produse farmaceutice in matrice din apa de suprafata nu identifica si produsii de
degradare care pot apare in special in procese de epurare, 1n statiile de epurare a apelor uzate.

5.1. Prelevarea si pregatirea probelor de apa.

Identificarea si dozarea Penicilinei G s-a realizat din raul lalomita, bazinul hidrografic Buzau-
Ialomita, in zona aval de orasul Slobozia. In amonte de zona de prelevare a probelor sunt amplasate ferme
de crestere a animalelor si teren agricol, precum si statia de epurare a orasului Slobozia. Recoltarea celor 4
probe s-a efectuat saptamanal, in perioada 15 martie -5 aprilie 2023. Proba de apa a fost prelevata de la
aproximativ 0,5 m sub suprafata apei si depozitata intr-o sticla bruna pentru analiza. Dupa colectare, proba
a fost depozitata in cutia cu gheata si livrata in ziua colectarii probei la laborator, unde a fost depozitata la
4 °C in frigiderul de laborator pana la analizd. Proba de apd de suprafata a fost filtratd prin filtre de
polietersulfona (PES) de 0,2 um (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Germania) inainte de injectarea directa
in sistemul SPE-online-UHPLC-MS/MS.

5.2. Echipamente, reactivi
Echipamente

Identificarea si dozarea Penicilinei G, a fost efectuata utilizand cromatografie lichida cuplata cu
spectrometru de masa tandem, SPE-online-UHPLC-MS/MS Thermo Fisher Scientific™ | Sistemul EQuan
MAX Plus™UltiMate 3000 conectat la un spectrometru de masa triplu cvadrupol TSQ Quanttiva echipat
cu o sursd de ionizare electro-spray in modul pozitiv si software-ul TraceFinder 3.2 (SUA) pentru achizitia
si procesarea datelor. Tehnica utilizata este cea mai sensibild si selectivd in comparatie cu alte tehnici
analitice frecvent utilizate, permitdnd detectarea si cuantificarea poluantilor emergenti din categoria
produselor farmaceutice la nivel de ng/l.

Reactivi

Standardul de referintd utilizat pentru aceasta analiza a fost Penicilina G (=97% puritate) produsa
de Dr. Ehrenstorfer, Germania. Apa ultrapura a fost furnizata de VWR Chemicals, utilizata la prepararea
tuturor solutiilor standard. Clasele HPLC acetonitril si acid formic pentru LC/MS au fost furnizate de
Scharlau Chemie SA si VWR Chemicals.

5.3. Descrierea metodei SPE-online-UHPLC-MS/MS

Metoda dezvoltata in acest studiu pentru identificarea si dozarea Penicilinei G prin metoda SPE-
online-UHPLC-MS/MS indeplineste cerintele la nivelul Uniunii Europene (UE) cu privire la limita de
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detectie. Identificarea si cuantificarea au fost efectuate Tn modul de monitorizare a reactiei selectate (SRM),
inregistrand tranzitiile dintre ionul precursor si cei doi ioni de produs cei mai abundenti pentru fiecare analit
tinta, realizandu-se astfel trei puncte de identificare per compus conform Deciziei Comisiei din
2002/657/CE privind efectuarea metodelor analitice §i interpretarea rezultatelor.

Preconcentrarea online folosind comutarea coloanei a fost aplicatd ca mijloc de a minimiza
pretratarea probei si de a scurta timpul de analiza. Analiza cromatografica s-a efectuat cu ajutorul unui
sistem Thermo Scientific™ EQuan MAX™ de concentrare a probei online UHPLC-MS/MS echipat cu o
coloana de preconcentrare Thermo Scientific™ Hypersil GOLD aQ™ (20 x 2,1 mm, dimensiunea particulei
12 um) si o coloand analiticd Thermo Scientific™ Hypersil GOLD™ ( 50 x 2,1 mm, dimensiunea particulei
de 1,9 um). Separarea cromatograficd a analizelor a fost efectuata la un debit constant de 300 pL/min.
Volumul de injectare a fost de 1 ml si temperatura coloanei a fost mentinuta la 20°C. Faza mobila a constat
din (A) apa ultrapura cu 0,1% (v/v) acid formic si (B) acetonitril cu 0,1% (v/v) acid formic; Programul de
eluare cu gradient a functionat dupa cum urmeaza: gradientul a inceput cu 2% faza mobilad B si 98% faza
mobild A pana la timpul de 1,2 min; 1n intervalul 1,2-1,6 min, faza mobila B a crescut de 1a 2% la 100% si
aramas la 100% Tn intervalul 1,6-9,0 min; n intervalul 9-11 min, faza mobild B a scazut de la 100% la 2%,
iar faza mobild A a crescut de la 0 1a 98%. Toti compusii tinta au fost eluati din coloana in 14 minute.
Fluxul din coloana LC a fost transferat intr-un spectrometru de masa triplucvadrupol echipat cu o sursa
ESI. Analizele spectrometrice de masa au fost efectuate intr-un spectrometru de masa triplu cvadrupol
echipat cu o sursa de ionizare electrospray (ESI) care a functionat in modul de ionizare pozitiva.

Mod de ionizare: Electrospray incélzit (H-ESI) Tip de scanare: SRM Polaritate: pozitiv ion mod;
Tensiune de pulverizare [V]: 3400 ion pozitiv; presiunea gazului de baleiaj [arb]: 0; Temperatura
vaporizatorului [°C]: 300; Presiunea gazului in manta [arb]: 30; Presiune gaz auxiliar [arb]: 10;
Temperatura capilard [°C]: 350; Presiunea gazului de coliziune [mTorr]: 1,5; Timp de ciclu [s]: 1; Latimea
varfului: Q1/Q3 latimea completd a unui varf la jumatatea naltimii sale maxime (FWHM) de 0,70 Da.

Modul de ionizare optimizat, tensiunile de fragmentare, energiile de coliziune si timpii de retentie
cromatografica pentru fiecare analit sunt rezumate in tabelul 5.1.

Tabel 5.1. Tranzitii selectate de monitorizare a reactiel

Compound Retention ~ Time Polarity Precursor lon Product lon|Collision  Energy
P (min) (m/z) (m/z) V)
176 14.1
Penicillin G 5.94 Positive 335.2 160 13
114 315

5.4 Rezultate si discutii

Software-ul TraceFinder 3.2, prelucreaza datele atat pentru realizarea curbelor de calibrare, validarea
metodei, cat si prelucrarea datelor de achizitie pentru identificarea compusilor farmaceutici din diferite
probe si respecta cerintele ghidurilor europene pentru validarea metodelor.

Metoda analitica utilizatd in aceastd lucrare a fost evaluata in termeni de liniaritate, repetabilitate, acuratete
si sensibilitate. Solutia standard de 100 pg/mL penicilind G achizitionata de la producator a fost utilizata
pentru a prepara o solutie stoc de 1 pg/mL in 1:1 (v:v) apa - acetonitril. Din solutia stoc a fost preparata o
solutie de 0,01 pg/ml (10 ng/ml), care a fost diluatd in continuare la 5 niveluri corespunzatoare de 4 pg/ml,
20 pg/ml, 100 pg/ml, 500 pg /ml si 5000 pg/ml (4 ng/l, 20 ng/l, 100 ng/l, 500 ng/l si 5000 ng/l). Curba de
calibrare standard a fost trasata pe baza rezultatelor obtinute cu solutiile standard de calibrare. S-a verificat
liniaritatea raspunsului. Concentratia de penicilind G a fost calculata utilizdnd curba de calibrare standard.
Curba de calibrare obtinuta pentru Penicilina G a fost liniara, cu un coeficient de corelatie R>> 0,999 (Figura
5.1). Abaterea standard relativa (RSD) a fost de 2,5% RSD pentru repetabilitate si 3,8% RSD pentru
reproductibilitate. Limita de precizie <10% RSD a fost indeplinitd, indicand o precizie buna a metodei
(Figura 5.1).
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Validarea metodei a fost efectuatd prin analiza a 10 replici la 5 concentratii diferite (4 ng, 20 ng,
100 ng, 500 ng si 5000 ng). Solutia de lucru standard mixta cu concentratii de antibiotice cuprinse intre 4
s1 5000 ng/L a fost configuratd pentru detectare si analiza. Limita de detectie si limita de cuantificare au
fost calculate prin metoda bazata pe curba de calibrare (Miller si Miller, 1993). A fost calculatd deviatia
standard reziduala a zonelor, ca abatere standard (o). Limita de detectie a fost calculata cu formula LOD =
3,3 o/p, unde p este panta curbei si limita de cuantificare LOQ = 10 o/p (¢ = 0,43; p = 46,5). Limita de
detectie (LOD) pentru Penicilina G testata in proba de apa a fost 0,03 ng/l iar limita de cuantificare (LOQ)
0,09 ng/l. Sistemul SPE on-line elimina erorile SPE umane si ofera o reproductibilitate foarte buna a
metodei (Figura 5.2) [185].

Date din raportul de analiza: concentratie injectata: 32,452, timp de retentie: 5,92, aria: 1748,
inaltimea: 2032.

Calibration Summary

A0 Al A2 Rr2

Manually Curve y-Intercept Slope R"2

Compound Integrated Type Mean RF % RSD
penicillin G L 2,39E+03 4,65E+01 0,999

Y = 4.85¢1X + 2.380e3; R*Z: 0.0800; Origin: Ignore; W: Equal; Area

Figura 5.1. Curba de calibrare Penicilina G
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Figura 5.2. Teste repetabilitate - curba de calibrare
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Rezultatele modului de ionizare optimizat, tensiunile de fragmentare, energiile de coliziune si
timpul de retentie cromatografic pentru Penicilina G sunt date Tn Raportul de analizd Thermo Scientific
Instrument (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Raport de analizd Thermo Scientific Instrument
Cromatograme ionice de confirmare pentru penicilina G:
a. Quan Peak: 335.200-> 114.000 mz, b. Qual Ion 1: 335.200->160.000 mz,
c. Qual lon 2: 335.200-> 176.000 mz, d. Cromatograme suprapuse ale celor 3 ioni de confirmare
pentru penicilina G

Probele de apd de suprafata au fost prelevate la interval de o saptamana:

- probal la data de 15.03.2023
proba 2 la data de 22.03.2023
proba 3 la data de 29.03.2023
proba 4 la data de 05.04.2023

Rezultatele monitorizarii Penicilinei G din probele de apa de suprafata analizate sunt prezentate in
Figurile 5.4,5.5,5.6,5.7.
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Figura 5.4. Identificarea, dozarea poluantilor farmaceutici din raul Ialomita — proba 1
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Figura 5.5. Identificarea, dozarea poluantilor farmaceutici din raul lalomita - proba 2

In probele de ape de suprafati analizate, 1 si 2 prelevate in data de 15 si 22 martie 2023 nu a fost
detectatd Penicilina G ( Figura 5.4, Figura 5.5).
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Figura 5.6. Identificarea, dozarea poluantilor farmaceutici din raul lalomita — proba 3

Penicilina G a fost identificata si dozata in concentratie de 0,032 pg/l, doar in proba 3, prelevata in
data de 29 martie 2023 (Figura5.6).
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Figura 5.7. Identificarea, dozarea poluantilor farmaceutici din raul Ialomita - proba 4

In figurile 5.4 - 5.7 sunt prezentate rezultatele corespunzatoare identificarii, dozarii fiecirui compus
analizat, printre care si penicilina G, in functie de timpul de retentie (RT), confirmarea conform MS, pentru
ionul precursor si ionul produs (raportul de confirmare pentru proba analizata).

In proba 4 de ape de suprafata prelevati in data de Saprilie 2023 nu a fost detectati Penicilina G
(Figura 5.7).
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Concentatia predictibala (PEC) a penicilinei G in sol, apa freaficd, apa de suprafata s1
sediment, concentratia predictibili fard efect (PINEC) a peniciline: G in apd, sol 51 sediment s1
nscurile calculate (B) pentru in sol, apa freaticd, apa de suprafati si sediment

1 |

ANAILIZA COMPARATIVA

E-val_uare.a rapida Valoarea concentratiei predictibile PEC de Penicilind G in ape de
Evaluarea a riscurilor de suprafati calculate conform ghidului EMEA/CMVP/ERA/
riscurilor de mediu prin 4182822005 - Revl a fost 37.66 pz/l. conducand la o valoare
mediu conform metoda software subunitari a riscului B
ghiduh originald Valoarea maxim3 a concentratiei efective de Penicilind G in ape de
EMEA/CVME/ conform3 suprafatd determinatd prin monitorizarea cu SPE - Online - UHPLC -
I N MS/MS a fost 0.032 pg/l.
ERA/M18282/
2005-Fevl CONCLUZIE

Datorita faptului ci valorile concentratiei efective sunt de 1000 de
ori mai mici decit valoarea concentratiei predictibile PEC, se poate
aprecia ca administrarea produsului veterinar

Penicilina G nu constituie nici un risc pentru mediu.
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Figura 5.8. Schema evaluarii de impact asupra mediului a penicilinei G, descrisa anterior
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In figura 5.8 se prezinta schematic evaluarea impactului asupra mediului a penicilinei G dintr-un
produs veterinar conform ghidului EMEA, prin metoda analiticd si prin metoda software . Rezultatele
obtinute pentru compartmentul de mediu ape de suprafatd prin metoda analiticd / software, conform
ghidului EMEA, se compara cu rezultatele obtinute prin metoda de analizd SPE on line UHPLC-MS/MS.

Astfel de studii sunt foarte importante pentru a detecta reziduurile de Penicilina G si potentialele
efecte indirecte ale expunerii mediului asupra sanatatii ecologice si umane.

In probele de apa de suprafati investigate nu a fost detectata Penicilina G.

Doar intr-o proba au fost detectate urme de Penicilina G.

Prin acest studiu, SPE-online-UHPLC-MS/MS s-a dovedit a fi un instrument analitic puternic care
permite detectarea foarte sensibila a antibioticelor in apele de suprafatd, chiar si atunci cand acestea sunt
prezente sub forma de urme (ng/l). Acest tip de analiza va oferi perspective importante asupra aparitiei si
distributiei antibioticelor (si a altor produse farmaceutice) in rezervele de apd potabild si ar putea ajuta la
impunerea unor limite adecvate asupra cantitatilor de aceste substante chimice care au voie sa patrunda in
mediu.

In evaluarea riscului pentru mediu a penicilinei G in conformitate cu ghidul EMEA, concentratia
predictibila de penicilina G in apele de suprafata (37,66 pg/l) este mai mare decat cea determinata
experimental (0.032ug/l), dar riscul de mediu calculat (R) este subunitar si indica faptul ca tratamentul
efectuat cu medicamentul veterinar considerat nu prezinta nici un risc asupra mediului.

Metoda dezvoltata pentru cuantificarea Penicilinei G s-a utilizat si pentru detectia altor poluanti
farmaceutici.

Tn proba 1, au fost detectate urmatoarele substante active: norfloxacin 39 ng/l, sulfametoxazol 35
ng/l, claritromicin 53 ng/l si doxiciclin 62 ng/l (Figura 5.4).

Tn proba 2 au fost detectate urmatoarele substante active: cafeind 20 ng/l, sulfametoxazol 47 ng/l,
tetraciclin 94 ng/l si claritromicin 85 ng/l (Figura 5.5).

Tn proba 3 au fost detectate urmatoarele substante active: cafeind 41 ng/l, sulfametoxazol 62 ng/l,
tetraciclin 45 ng/l si claritromicin 58 ng/l (Figura 5.6).

In proba 4 au fost detectate urmatoarele substante active: trimetoprim 93 ng/l, tinidazol 41 ng/l,
moxifloxacind 56 ng/l si claritromicin 65 ng/l (Figura 5.7).

Monitorizarea acestor substante active s-a efectuat timp de 3 luni. S-au prelevat probe lunar si s-au
detectat concentratii mici, la nivel de ng/I.
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CAPITOLUL 6
MONITORIZAREA TRIMETOPRIMULUI DIN APELE DE SUPRAFATA PRIN SPE-
ONLINE-UHPLC-MS/MS

Medicamentul veterinar cu trimetoprim a fost administrat la cai, sub forma injectabild, in doza de
30 mg/kg greutate corporala de 2 ori pe zi.
Formula structurala: 5-[(3,4,5-rimethoxyphenyl)methyl]pyrimidine-2,4-diamine (Figura 6.1)

MNH-
s |

Figura 6.1. Structura trimetoprimului (PubChem) [184]

6.1. Prelevarea si pregatirea probelor de apa

Identificarea si dozarea trimetoprimului s-a realizat din raul lalomita, bazinul hidrografic Buzau-
Ialomita, in zona aval de orasul Slobozia. In amonte de zona de prelevare a probelor sunt amplasate ferme
de crestere a animalelor si teren agricol, precum si statia de epurare a orasului Slobozia. Recoltarea celor 4
probe s-a efectuat saptamanal, in perioada 5 aprilie-25 aprilie 2023. Proba de apa a fost prelevata de la
aproximativ 0,5 m sub suprafata apei si depozitatd intr-o sticld bruna pentru analiza. Dupa colectare, proba
a fost depozitata in cutia cu gheata si livrata in ziua colectarii probei la laborator, unde a fost depozitata la
4 °C in frigiderul de laborator pana la analizd. Proba de apd de suprafata a fost filtratd prin filtre de
polietersulfona (PES) de 0,2 um (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Germania) inainte de injectarea directa
in sistemul SPE-online-UHPLC-MS/MS.

6.2. Echipamente, reagenti

Echipamente

Identificarea si dozarea trimetoprimului a fost efectuata utilizand cromatografie lichida cuplata cu
spectrometru de masa tandem, SPE-online-UHPLC-MS/MS Thermo Fisher Scientific™ , Sistemul EQuan
MAX Plus™UltiMate 3000 conectat la un spectrometru de masa triplu cvadrupol TSQ Quanttiva echipat
cu o sursd de ionizare electro-spray in modul pozitiv si software-ul TraceFinder 3.2 (SUA) pentru achizitia
si procesarea datelor. Tehnica utilizata este cea mai sensibild si selectivd in comparatie cu alte tehnici
analitice frecvent utilizate, permitand detectarea si cuantificarea poluantilor emergenti din categoria
produselor farmaceutice la nivel de ng/l.
Reagenti

Standardul de referintd utilizat pentru aceasta analiza a fost trimetoprim (>=97% puritate) produsa
de Dr. Ehrenstorfer, Germania. Apa ultrapura a fost furnizata de VWR Chemicals, utilizatd la prepararea
tuturor solutiilor standard. Clasele HPLC acetonitril si acid formic pentru LC/MS au fost furnizate de
Scharlau Chemie SA si VWR Chemicals.

6.3. Descrierea metodei SPE-online-UHPLC-MS/MS

Modul de ionizare optimizat, tensiunile de fragmentare, energiile de coliziune si timpii de retentie
cromatografica pentru fiecare analit sunt rezumate in tabelul 6.1.
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Retention ~ Time - UL fotn Product lon/Collision  Energy
Compound . Polarity
(min) (mi2) (m/z) (V)
261,1 25.1
Trimetoprim 4.48 Positive 291,2 230 235
123,1 26,4

Tabel 6.1. Tranzitii selectate de monitorizare a reactiei

Rezultatele modului de ionizare optimizat, tensiunile de fragmentare, energiile de coliziune si

timpul de retentie cromatografic pentru trimetoprim sunt date in Raportul de analiza Thermo Scientific
Instrument (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Raport de analiza Thermo Scientific Instrument
Cromatograme ionice de confirmare pentru trimetoprim:
a. Quan Peak: 291.200-> 123.100 mz, b. Qual Ion 1: 291.200->230.000 mz,
c. Qual lon 2: 291.200-> 261.000 mz, d. cromatograme suprapuse ale celor 3 ioni de confirmare pentru
trimetoprim
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Figura 6.3. Identificarea, dozarea poluantilor farmaceutici din raul Ialomita — proba 1

Trimetoprimul a fost detectat intr-o singura proba de apa de suprafata, proba 1 (prelevata la data de
5 aprilie, in concentratie de 93 ng/Il.

In figura 6.3 sunt prezentate rezultatele corespunzatoare identificarii, dozarii fiecirui compus
analizat, printre care si trimetoprimul, in functie de timpul de retentie (RT), confirmarea conform MS,
pentru ionul precursor si ionul produs (raportul de confirmare pentru proba analizata).

Pe baza studiilor [162-174], se considera ca 1 ug/l ar fi o limita de expunere de protectie rezonabila
pentru trimetoprim in mediile acvatice.

Antibioticele B-lactamice (penicilina, primul antibiotic B-lactamic descoperit) nu sunt de obicei
detectate Tn mediile acvatice analizate in Europa datorita labilitatii lor ridicate la caldura, lumina, pH
extrem, ioni metalici, agenti oxidanti si reducatori, nucleofili si solventi, cum ar fi apa, care duc la hidroliza
lor in conditii de temperatura ambientala si pH. Cu toate acestea, pe baza mai multor studii efectuate in UE,
s-au determinat intervalele de concentratii de B-lactame in apa si anume: 18—-6196 ng/l in afluentul statiilor
de tratare a apei uzate, 47—-1205 ng/l, in eluent al statiilor de epurare si 3,57-552 ng/l, in apele de suprafata
[175].
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CAPITOLUL 7
CONCLUZII GENERALE, CONTRIBUTII ORIGINALE
S| PERSPECTIVE

7.1 Concluzii generale

1. In Uniunea Europeani medicamentele de uz veterinar sunt autorizate pe baza unei proceduri de
evaluare a riscurilor de mediu, procedura aplicata centralizata (la nivel european) sau printr-o procedura
descentralizata si de recunostere reciproca (la nivel de stat membru) si indiferent de nivel, cadrul de evaluare
a riscurilor este acelasi pentru orice procedura urmata.

2. Evaluarea riscului asupra mediului contine analiza potentialelor efecte adverse rezultate prin
expunerea mediului la un medicament veterinar si este efectuatd in conformitate cu ghidurile EMEA
(VICH GL6) si VICH GL38).

3. Cerintele de evaluare a riscului pentru mediu in functie de tipul de procedura sunt incluse in ghidul
EMEA/CVMP/182112/2006, eleborat de VICH si aprobat in 2009, pentru a armoniza cerintele de date si
procesul de evaluare a riscurilor de baza pentru aprobarea, autorizarea produselor medicamentoase
veterinare in tarile participante.

4. Regulamentul (UE) 2019/6 din ianuarie 2022, urmareste actualizarea cadrului de reglementare pentru
produsele medicinale veterinare si inlocuieste Directiva 2001/82/CE, insa cunoasterea riscurilor de mediu
ale tuturor medicamentelor veterinare autorizate si coerenta evaluarilor raimane destul de similara intre
ambele legislatii.

5. Procesul de evaluare a riscurilor de mediu ale medicamentelor veterinare este progresiv, in doua faze,
si se poate finaliza dupd faza I, de nivel inferior, pentru produsele medicamentoase veterinare care nu
prezintd risc pentru mediu, sau dupa parcugerca fazei Il, de nivel superior, pentru produsele
medicamentoase veterinare cu risc pentru mediu; n functie de gradul de risc pentru mediu in faza II se pot
parcurge treptele A, B si C prin utilizarea unor proceduri de rafinare a parametrilor de risc determinati in
faza I pe baza unor date specifice pentru profilul de siguranta al substantelor analizate sau a unor analize
riscuri-beneficii.

6. Problematica evaluarii riscurilor de mediu ale medicamentelor veterinare este de mare importanta pe
plan mondial fiind intens dezbatutd intr-o multitudine de lucrari de specialitate care acopera o arie larga,
principale preocupari actuale referindu-se Tn principal la problemele legate de implementarea in practica a
noii legislatii din domeniu produselor medicinale veterinare din perspectiva procesului de evaluare a
riscurilor de mediu, la analize ale datelor de risc de mediu ale produselor medicamentoase veterinare
autorizate la nivel centralizat, la analize critice ale datelor continute in ghidurile de evaluare actuale cu
propuneri de actualizare a acestora in functie de tendintele actuale de evolutie a sistemelor de crestere a
animalelor, la date legate de parametrii riscurilor in sol, apa, sediment, pentru diferite medicamente
veterinare (in special antibiotice, dar si alte clase), la studii de toxicitate legate de diferite specii de
vietuitoare specifice diferitelor compartimente de mediu, la tehnici neconventionale de evaluare a riscurilor
de mediu ale produselor medicamentoase veterinare.

7. Au fost efectuate evaluari de impact asupra mediului prin metoda analiticd pentru urmatoarele
medicamente veterinare: LIN — SPE — MIX 880 - pulbere hidrosolubild pentru suine si gaini , Levasol
10% - solutie orala pentru bovine, ovine, caprine, suine si pasari, Florfenicol FP 10% - solutie orala pentru
gdini, broileri, si suine, Tiasol 10% - solutie orala, indicata la suine, iepuri si pasari (gaini, broileri, curcani).

Au fost efectuate evaludri de impact asupra mediului prin cele doua metode, analitica si software pentru
urmatoarele medicamente veterinare: Amprolium FP 25% - premix pentru gaini, broileri, curcani si
Benzilpenicilina potasica 25% - pulbere orala pentru purcei, broileri si curcani.

8. In urma evaluirii acestor produse, s-a constatat ci nivelurile de reziduuri de substante active in sol,
apd, sediment, au fost in limite corespunzatoare si nu au fost depistate efecte nedorite asupra mediului
inconjurator.

9. Studiul de evaluare a riscului de mediu pentru levamisol a fost finalizat in faza I, necesitand doar
calcule de determinare a PEC-urilor, PNEC-urilor si riscurilor, care au avut valori subunitare, tragdndu-se
concluzia ca produsul nu prezinta riscuri pentru mediu.

10. Studiul de evaluare a riscului de mediu pentru tiamulin a fost finalizat in faza Il1A, necesitand pe
langa calculele de faza I, si calcule de rafinare a PEC-urilor, pe baza degradarii in dejectii si in sol, in urma

51



carora valorile riscurilor au devenit subunitare, tragandu-se concluzia ca impactul asupra mediului al
produsul este acceptabil.

11. Studiul de evaluare a riscului de mediu pentru florfenicol a fost finalizat in faza 11B, necesitand pe
langa calculele de faza I, si calcule de rafinare a PEC-urilor, pe baza degradarii in dejectii si in sol, si calcule
de rafinare a PNEC-urilor, pe baza unor studii toxicolgice aprofundate, in urma carora valorile riscurilor au
devenit subunitare, tragandu-se concluzia cd este acceptabil din punct de vedere al impactul asupra
mediului, mai ales tinandu-se cont de eficacitatea acestuia ca produs Tmpotriva unui spectru larg de
microorganisme patogene.

12. Studiul de evaluare a riscului de mediu pentru produsul cu doua ingrediente active, lincomicina si
spectinomicind, a fost finalizat la nivelul inferior, faza I, cu concluzia ca produsul nu prezinta riscuri pentru
mediu.

13. Pe baza prescriptiilor din ghidurile EMEA, a fost elaborat un algoritm original de evaluare a
riscurilor de mediu pe produse medicamentoase veterinare corespunzator fazei I si fazei IIA.

14. Algoritmul este compus din mai multe sectiuni succesive de determinare a : PEC-urilor initiale, a
PNEC-urilor, a riscurilor initiale (corespunzatoare Fazei I), a PEC-urilor rafinate, a riscurilor rafinate pentru
sol, apa freatica, apa de suprafata si sediment (corespunzatoare Fazei II treapta A).

15. Pe baza algoritmului de evaluare a fost elaborat in mediul MATHCAD un software ware original
interactiv care:

-este foarte usor si comod de operat permitdnd introducerea cu usurinta a tuturor datelor privitoare
la produsul medicinal veterinar analizat si la animalele in tratament;

-urmeaza si expliciteazd concret pasii algoritmului de calcul avand inglobate toate datele din ghid
specifice acestora, nemaifiind necesara consultarea acestuia n timpul analizei;

-efectueaza calculele matriciale pentru a lua in considerare parametrii de evaluare a riscului de mediu
concomitent pentru toate speciile si categoriile de animale in tratament;

-contine mai multe variante de calcul a unor parametrii permitind alegerea variantei celei mai
corespunzatoare;

-permite efectuarea unor analize de evaluare a riscului de mediu deosebit de minutioase in perioade
extrem de reduse de timp.

16. In software sunt cuprinse toate datele si relatiile specifice din ghiduri, acestea nemaifiind necesare
in timpul utilizarii.

17. Utilizand software-ul, a fost elaborata o metoda rapida de evaluare a riscului de mediu a produselor
medicamentoase, originald care se constitie intr-un instrument deosebit de util si eficace pentru specialistii
din domeniu.

18. In lucrare sunt prezentate doud aplicatii ale metodei rapide de evaluare a riscului de mediu a
produselor medicamentoase, pentru produsele AMPROLIUM si PENICILINA G, care contin listing-urile
software-ului aplicat in cazul celor doua produse medicamentoase veterinare, pe langa specificatiile de
specialitate.

19. In aceasti teza de doctorat, a fost dezvoltati o metodologie bazata pe extractia in faza solida online
(SPE) cromatografie lichidd de ultra-inaltd performanta cuplatd la un spectrometru de masa cu triplu
cvadrupol (UHPLC-MS/MS) pentru determinarea simultand a mai multor compusi, prezenti in
medicamentele veterinare, dintre care am selectat penicilina G si trimetoprim. Metoda propusd ofera
avantaje fata de metodele deja disponibile, cum ar fi versatilitatea (mai multi compusi pot fi analizati
simultan), timp mai scurt necesar pentru analiza, robustete si sensibilitate. Metoda a fost validata cu succes
in apele de suprafata si in apele uzate influente si efluente, cu limite de detectare la nivel de nanograme pe
litru.

7.2 Contributii originale

1. Studiul documentar privitor la stadiul actual in domeniul evaluarii riscului de mediu al produselor
medicamentoase veterinare.
2. Studiul de evaluare a riscului de mediu a produsului levamisol.
3. Studiul de evaluare a riscului de mediu a produsului tiamulin.
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4. Studiul de evaluare a riscului de mediu a produsului florfenicol.

5.Studiul de evaluare a riscului de mediu a produsului combinat lincomicina si spectinomicina.

6. Algoritmul general de evaluare a riscurilor de mediu pentru produse medicamentoase veterinare.

7. Algoritmul de determinare a PEC-urilor.

8. Algoritmul de determinare a PNEC-urilor.

9. Algoritmul de determinare a riscurilor (conform fazei I).

10. Algoritmul de determinare a PEC-urilor rafinate.

11. Algoritmul de determinare a riscurilor rafinate (conform fazei 11A).

12. Software-ul interactiv de evaluare a riscurilor de mediu pentru produse medicamentoase veterinare.

13. Aplicatia software-ului la AMPROLIUM.

14. Aplicatia software-ului la PENICILINA G.

15. Studiu de evaluare rapida a riscului de mediu pentru AMPROLIUM.

16. Studiu de evaluare rapida a riscului de mediu pentru PENICILINA G.

17. Studiul de monitorizare a PENICILINEI G din apele de suprafata prin metoda SPE-online-UHPLC-
MS/MS.

18. Studiul de monitorizare a trimetoprimului din apele de suprafata prin metoda SPE-online-UHPLC-
MS/MS.

19. Evaluarea rapida a impactului asupra mediului a penicilinei G intr-un produs veterinar utilizand o
metoda software originald si monitorizare de catre SPE-Online-UHPLC-MS/MS.

20. Analiza transferului tiamulinei in tesutul animal dupa administrarea orald: un factor important
pentru asigurarea sigurantei alimentelor si a protectiei mediului (HPLC-MS/MS).

21. Cercetari privind determinarea reziduurilor de levamisol din tesutul de bovine, ovine, caprine,
porcine si de pasare (HPLC-MS/MS).

7.3 Perspective ale cercetarilor viitoare

1. Continuarea cercetarilor privitoare la evaluarea riscurilor de mediu ale produselor medicamentoase
veterinare, in special pentru faza Il Treapta B si faza Il Treapta C.

2. Conceperea unor metode rapide de evaluare a riscurilor de mediu aplicabile in faza II Treapta B

3. Dezvoltarea unor cercetari experimentale de determinare a continutului de substante active din
medicamentele veterinare in probe de apd de suprafata si apa reziduala.

4. Dezvoltarea unor baze de date care sd contind referinte despre proprietatile fizico-chimice ale
ingredintelor active ale produselor medicamentoase veterinare, respectiv despre caracteristicile
toxicologice ale acestora in compartimentele de mediu, care sa permita un acces rapid la datele necesare
ruldrii software-ului.

5. Metodele de evaluare a impactului asupra mediului prezentate in aceastd lucrare pot sta la baza unor
viitoare evaluari pentru alte clase de substante active din produse farmaceutice veterinare.

6. Dezvoltarea unor modele de simulare FOCUS, pentru a fi utilizate in calcularea concentratiilor
predictibile ale produselor veterinare in apele subterane si de suprafata.

7. Dezvoltarea unor cercetari experimentale privind influenta substantelor active din medicamentele
veterinare asupra algelor.
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ABREVIERI

EMEA - Agentia Europeana a Medicamentului

PMYV - produs medicinal veterinar

SPE-online-UHPLC-MS/MS - extractia in faza solida online (SPE) cromatografie lichida de ultra-inalta
performanta cuplata la un spectrometru de masa cu triplu cvadrupol (UHPLC-MS/MS)
ERA - evaluarea riscului de mediu

CVMP - Comitetul pentru produse medicamentoase de uz veterinar
EPAR - Raportul public european de evaluare

ERAWP - Grupul de lucru pentru evaluarea riscurilor de mediu
VICH - Conferinta internationala veterinara de armonizare
ECHA - Agentia Europeana pentru Produse Chimice

TGD - Document de orientare tehnica

UE — Uniunea Europeana

PEC - Concentratia estimatd in mediu

PNEC - Concentratia predictibila fara efect

FA - factor de evaluare

PECapa freatica - Concentratia estimatd in apa freatica

Koc - coeficientului de distributie apa-carbon organic

PECapa de suprafata - Concentratia estimatd in apa de suprafata
PEC sediment - Concentratia estimata in sediment

Ksed-apa - coeficientul de partitie sediment-apa

EC50 - concentratia medie efectiva

LC50 - concentratia medie letala

NOEC - concentratia fara efecte observate

EC10 - concentratia efectiva

OECD - Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economica
R — Riscul de mediu

Rraf - riscul de mediu rafinat

ONU - Organizatia Natiunilor Unite

OMS - Organizatia Mondiala a Sanatatii

EFSA - Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentara

GMP - Bune practici de fabricatie

BAT - Cele mai bune tehnici disponibile

NVR - noul regulament veterinar

IVM — ivermectina

TET — tetraciclina
65



CIP — ciprofloxacina

SDZ — sulfadiazina

SMX — sulfametoxazol

SEM - microscopie electronica cu scanare

FTIR - spectroscopie in infrarosu cu transformare Fourier

UHPLC-MS/MS - cromatografie lichida de ultra performanta

ICBMYV - Institutul de control al produselor biologice si medicamentoase veterinare

DT 50 - Timpul necesar pentru ca concentratia chimica sd scada la 50% din cantitatea la aplicare
Kow - coeficientul de partitie octanol-apa

DT90 — persistenta 1n sol

Kd - coeficientul de distributie solid-apa
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