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CAPITOLUL 1. IMPACTUL CONTAMINANTILOR DIN SOL Sl
METODELE VERZI INOVATOARE PENTRU REDUCEREA
CONTAMINANTILOR

1.1 Introducere si concepte cheie

Plantele pot fi afectate de patogeni in diferite etape ale cresterii lor, influentate de
factori precum conditiile meteorologice care pot creste prezenta patogenilor in mediu,
precum si de practicile sanitare utilizate in gestionarea culturilor. De exemplu,
integrarea inadecvata a reziduurilor din culturile anterioare poate contribui la aceasta
problema. Vulnerabilitatea unei plante la infectie apare atunci cand conditiile de mediu
perturba procesele sale fiziologice, conducand la crestere afectata si functii modificate
(Nazarov et al., 2020).

in plus, aparitia patogenilor plantelor este adesea amplificatd de conditii favorabile,
cum ar fi temperatura optima, pH-ul solului si nivelul de umiditate. Este important de
mentionat ca, conditile ideale pentru aparitia focarelor de patogeni pot varia

semnificativ intre diferiti patogeni.

Patogenii transmisi prin sol sunt agenti infectiosi care infecteaza plantele gazda prin
intermediul solului, spre deosebire de transmiterea prin apa sau aer. Acesti patogeni
provoaca boli care pot reduce semnificativ productiile agricole la nivel mondial (Li et
al., 2023). In mod obisnuit, ei patrund in gazdele lor prin radacini, unii patogeni fiind
specifici anumitor plante gazda, in timp ce altii pot infecta o varietate mai larga de

Specii.

Mecanismele infectiei includ utilizarea semnalelor moleculare pentru a evalua
susceptibilitatea radacinilor plantelor, patrunderea prin zone deteriorate (care pot fi
cauzate de animale sau utilaje) sau, in unele cazuri, producerea de enzime care
descompun compusii chimici din peretii celulari ai radacinilor plantelor. Invazia reusita

are loc atunci cand patogenul inoculeaza eficient si se raspandeste in intreaga planta.

Patogenii predominanti din sol care afecteaza plantele sunt ciupercile; totusi, bolile

plantelor pot fi cauzate si de bacterii, protozoare, virusi si nematozi. De asemenea, pot
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aparea boli neinfectioase in sol din cauza conditiilor de crestere nefavorabile, iar

acestea, in general, nu sunt transmise de la plante bolnave la plante sanatoase.

In contrast, bolile infectioase ale solului pot fi transmise de la o planta bolnava la una
sanatoasa (Nazarov et al., 2020). Este important de remarcat faptul ca modificarile
factorilor din sol pot declansa aparitia atat a patogenilor infectiosi, cat si a celor

neinfectiosi.

Patogenii transmisi prin sol pot provoca o varietate de simptome la plante, care pot
varia in functie de patogenul specific si de tipul de planta afectat. Simptomele comune
includ: caderea finainte de rasarire (pre-emergence damping-off), caderea dupa

rasarire (post-emergence damping-off), putrezirea radacinilor si ofilirea vasculara.
Caderea inainte de rasarire (Pre-emergence Damping-off):

Caderea inainte de rasarire este o boala a plantelor care afecteaza in principal
semintele si rasadurile inainte ca acestea sa rasara din sol. Este cauzata de diversi

patogeni transmisi prin sol, inclusiv ciuperci precum Pythium, Rhizoctonia si Fusarium.

Caderea (damping-off) este o boala care provoaca putrezirea semintelor in germinare
si a rasadurilor tinere. Poate provoca pierderi semnificative de productie pentru
fermieri, afectand atét pepinierele, céat si culturile de camp.

Caderea inainte de rasarire este mai frecventa in conditii care favorizeaza niveluri
ridicate de umiditate, cum ar fi udarea excesiva, precipitatiile abundente sau solurile
compactate. Drenajul deficitar al solului si temperaturile ridicate ale solului pot, de

asemenea, agrava problema (Punja et al., 2021; Scott si Punja, 2023).
Simptomele caderii inainte de rasarire:

- Putrezirea semintelor, bulbilor si tuberculilor (Figurile 1.1 si 1.2): Semintele,
bulbii si tuberculii pot putrezi in sol Thainte de a avea sansa sa germineze.
Aceastd degradare este adesea caracterizata printr-o textura moale si
decolorare.

- Germinare slaba (Figura 1.3): Semintele afectate pot sa nu germineze deloc,

ducand la culturi cu rasarire neuniforma sau rara.
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Colapsul rasadurilor (Figura 1.4): Daca rasadurile reusesc sa rasara, acestea
pot prezenta ofilire sau colaps la scurt timp dupa iesirea la suprafata solului.
Acest fenomen este adesea cauzat de putrezirea radacinilor sau de leziuni ale

tulpinii produse de patogeni.

Decolorare (Figura 1.5): Rasadurile care reusesc sa iasa pot prezenta

ingalbenire sau brunificare, in special la baza tulpinii sau pe frunze.

Crestere intarziata: Rasadurile care supravietuiesc pot manifesta crestere lenta
si vigoare generala scazuta, devenind mai sensibile la alte boli si la stresuri de

mediu.

F

Figura 1.2. Descompunerea bulbilor de narcisa
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Figura 1.3. Germinare slaba a semintelor de porumb si grau

Figura 1.4. Caderea rasadurilor
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Figura 1.5. Decolorarea rasadurilor

Caderea dupa rasarire

Caderea dupa rasarire este o afectiune care afecteaza rasadurile dupa ce acestea au
iesit din sol (Lamichhane et al., 2017). Simptomele tipice includ:

» Ofilire: Rasadurile pot parea lasate sau ofilite, chiar si atunci cand solul este

suficient de umed.

» Crestere intarziata: Plantele afectate prezinta adesea o rata de crestere redusa

comparativ cu rasadurile sanatoase.

» Decolorare: Frunzele pot deveni galbene sau pot prezenta alte modificari de

culoare.

» Tulpini moi si putrezite: Tulpinile pot deveni moi si apoase, ducand la colapsul
plantei.

» Putrezirea radacinilor: Radacinile pot aparea inchise la culoare si degradate.
Putrezirea radacinilor (Root rot)

Putrezirea radacinilor (Figurile 1.6, 1.7 si 1.8) este o boala comuna a plantelor cauzata
de diversi patogeni care se dezvolta in conditii excesiv de umede.

10
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Simptomele includ:

o Ofilire
« Ingalbenirea frunzelor

« Crestere intarziata: Plantele pot prezenta o crestere lentd sau chiar o oprire

completa a dezvoltarii.

« Radacini inchise la culoare si moi: Radacinile sanatoase sunt de obicei albe si

ferme; cele afectate pot aparea inchise la culoare, moi si apoase.
e Miros neplacut: Un miros de putregai poate emana din sol sau din radacini.

o Declin general: Planta poate arata semne de deteriorare generala, incluzand

vigoare si sanatate reduse.

Figura 1.6. Putrezirea radacinii la sfecla de zahar

11
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Figura 1.7. Putrezirea radacinii cu Sclerotinia la floarea-soarelui

Figura 1.8. Chalara elegans pe trandafir

12
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Ofilirile vasculare (Vascular wilts)

Ofilirile vasculare reprezinta un tip de boala a plantelor caracterizata prin ofilirea
frunzelor si a tulpinilor, cauzata de intreruperea transportului apei in cadrul sistemului

vascular al plantei.

Exemple comune de boli de tip ofilire vasculara includ ofilirea cauzata de Fusarium
(Fusarium wilt, Figurile 1.9, 1.10 si 1.11) si ofilirea cauzata de Verticillium (Verticillium
wilt, Figura 1.12).

Acesti patogeni pot provoca pierderi agricole semnificative, deoarece afecteaza o

gama larga de culturi si plante ornamentale.

Figura 1.9. Ofilirea datorata Fusarium a tomatelor

13
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Figura 1.11. Ofilirea datorata Fusarium a pepenelui verde

14



%

~

Co-funded by 52

the Euro pean Union INNG SAFE LIFE

Figura 1.12. Ofilirea datorata Verticillium a florii-soarelui

Managementul bolilor

Diferite masuri pot fi utilizate impotriva patogenilor transmisi prin sol. Acestea includ:

masuri agrotehnice, mecanice, chimice, fizice si biologice.

Managementul Integrat al Daunatorilor (Integrated Pest Management — IPM):
Combinarea controlului biologic cu alte practici de management poate oferi 0 abordare

mai eficienta si sustenabild pentru gestionarea bolilor transmise prin sol.

Masurile agrotehnice de protectie impotriva patogenilor transmisi prin sol sunt practici
esentiale menite sa previna raspandirea si impactul acestor organisme daunatoare

asupra culturilor. Aceste masuri includ:

1. Rotirea culturilor (Crop Rotation): Alternarea diferitelor culturi intr-o succesiune
specifica poate intrerupe ciclurile de viata ale patogenilor transmisi prin sol,
reducand populatiile acestora si prevenind acumularea bolilor. In rotatia cultu-
rilor, este important sa se evite cultivarea speciilor de plante care sunt gazde
ale acelorasi agenti patogeni de importanta economicé. in acest caz, se poate
astepta o crestere a aparitiei bolii de la un an la altul (Figurile 1.13 si 1.14).

15
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Figura 1.13. Samanatul repetat al graului are ca rezultat un nivel ridicat de aparitie a bolii
(Gaeumannomyces graminis)

Figura 1.14. Cantitatea de inocul de Sclerotinia sclerotiorum creste prin alternarea florii-soarelui, soiei

si rapitei Tn rotatia culturilor

2. Gestionarea solului (Soil Management): Practici precum mentinerea unui nivel
adecvat de umiditate a solului, a valorilor corespunzatoare ale pH-ului si a continutului
de materie organica pot crea un mediu nefavorabil pentru patogeni.

Aceasta include practici precum mulcirea (Figura 1.15) si cultivarea de culturi de
acoperire (cover cropping).

16
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Figura 1.15. Mulcire

3. Igienizarea (Sanitation): Mentinerea curateniei in campuri si a echipamentelor ajuta

la prevenirea introducerii si raspandirii patogenilor.

Aceasta include indepartarea resturilor de plante infectate (Figura 1.16) si

dezinfectarea uneltelor.

Figura 1.16. indepartarea resturilor vegetale din ser&

17
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4. Soiuri rezistente (Figura 1.17): Cultivarea soiurilor de plante care sunt rezistente sau
tolerante la anumiti patogeni transmisi prin sol poate reduce semnificativ incidenta

bolilor.

Figura 1.17. Sensibilitate diferita a soiurilor de grau la fuzarioza spicelor (Fusarium head blight)
5. Imbunatatirea sanatatii solului (Soil Health Improvement): imbunatétirea sanatatii
solului prin adaugarea de materie organica, compost si microorganisme benefice

poate promova un ecosistem al solului echilibrat, care suprima patogenii (Figura 1.18).

Figura 1.18. Influenta lui Trichoderma asperellum asupra fungilor patogeni

18
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6. Practici corespunzatoare de irigare (Figura 1.19): Evitarea irigarii excesive si
asigurarea unui drenaj bun pot ajuta la prevenirea conditilor care favorizeaza

dezvoltarea bolilor transmise prin sol.

Figura 1.19. Irigarea tutunului

Masuri mecanice
Cateva metode comune includ:

1. Taierea, smulgerea si indepartarea plantelor bolnave din campuri (Figura 1.20),
plantatii, livezi etc., sau a partilor de plante, astfel incat acestea sa nu devina o

sursa de infectie pentru plantele sanatoase.

Figura 1.20. Indepértarea partilor de planta bolnave

19
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2. Distrugerea organelor de plante in care parazitul ierneaza: de exemplu, din livezi se

indeparteaza toate frunzele infectate dupa incheierea sezonului de vegetatie si se

ingroapa sau se ard (Figura 1.21).

Figura 1.21. Eliminarea plantelor bolnave

Formulele chimice pot fi aplicate in sol sub forma de fumiganti sau spray-uri foliare
pentru a reduce aparitia, raspandirea si dezvoltarea bolilor atat in plante, cét si in sol.
Desi aceste formule sunt eficiente in prevenirea pierderilor semnificative si a aparitiei
focarelor de boli in culturi, ele prezinta, de asemenea, mai multe dezavantaje. Acestea
includ ecotoxicitatea, bioacumularea, efectele negative asupra plantelor si animalelor
care nu sunt tinte, precum si riscuri potentiale pentru sanatatea umana (Del Martinez-
Diz et al., 2021).

Aplicarea pesticidelor chimice a contribuit la cresterea numarului de patogeni

rezistenti, ceea ce, la randul sau, a redus eficienta multor metode de control chimic.

Solul poate fi, de asemenea, tratat intr-un mod prietenos cu mediul, cum ar fi prin abur

incalzit, solarizare si biofumigare.

Tratamentul solului cu abur incalzit este o metoda eficienta pentru gestionarea

patogenilor plantelor in mediile agricole.

20
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Aceasta tehnica implica aplicarea aburului in sol, ceea ce creste temperatura suficient
de mult pentru a distruge microorganismele daunatoare, inclusiv bacteriile, ciupercile

si nematozii care pot afecta negativ sanatatea plantelor (Luvisi et al., 2015).

Prin utilizarea acestei metode, incidenta bolilor transmise prin sol poate fi redusa,

sanatatea solului imbunatatita, iar productiile agricole sporite.

Este o alternativa sustenabila la tratamentele chimice, deoarece minimizeaza riscul

reziduurilor chimice si promoveaza un ecosistem mai sanatos.

Aburirea solului (Soil steaming) implica transferul de energie de la combustibilul ars
prin intermediul vaporilor de apa, pentru a ridica temperatura solului sau a substratului

la niveluri potrivite pentru pasteurizare sau sterilizare.

La presiune scazuta, temperaturile aburului depasesc 100°C (212°F), iar atunci cand
aburul se condenseaza inapoi in apa, elibereaza o cantitate semnificativa de energie,

incalzind eficient solul in timp ce mentine un continut minim de umiditate.

Pasteurizarea solului are loc la temperaturi cuprinse intre 71°C si 83°C, in timp ce
sterilizarea este obtinuta la punctul de fierbere al apei (100°C).

in practicile agricole, aburirea solului este consideratd in principal o metoda de
pasteurizare, recomandarile privind temperatura sugerand 71°C timp de 30 de minute
pentru a elimina majoritatea ciupercilor patogene, bacteriilor, insectelor si nematozilor,

si 83°C timp de 30 de minute pentru a eradica semintele de buruieni rezistente.

Totusi, este necesar un timp suficient si o cantitate adecvata de energie pentru a atinge
aceste temperaturi la adancimea specificata a solului (Ramaén, 2020).

Sterilizarea cu abur elimina eficient multe organisme din sol; totusi, anumite grupuri de

organisme au fost capabile sa supravietuiasca si sa se reproduca.

in plus, aceastd metoda a dus la o crestere a nivelurilor de fosfor si a pH-ului solului,
in timp ce nivelurile de potasiu au scézut dupa tratamentul initial de sterilizare. in ciuda
acestor modificari, sterilizarea cu abur raméne o alternativa rapida si rentabila la alte
metode de sterilizare, in special atunci cand sunt necesare cantitati mari de substrat
de sol (Dietrich et al., 2020).

21
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Solarizarea solului

Solarizarea solului este o practica agricola ecologica utilizata pentru a gestiona
patogenii plantelor transmisi prin sol (EImore si Katan, 1998).

Aceasta tehnica implica acoperirea solului umed cu folie de plastic transparenta pentru
cateva saptamani, in timpul perioadelor calde (Figura 1.22), ceea ce determina
cresterea temperaturii solului pana la niveluri care pot distruge sau suprima diversi
patogeni, daunatori si seminte de buruieni.

Cercetarile au aratat ca solarizarea solului poate reduce semnificativ populatiile de
patogeni precum Fusarium (Bottomley et al., 2024), Pythium si Rhizoctonia, printre
altii.

Eficienta acestei metode este influentatd de factori precum umiditatea solului,
temperatura si durata solarizarii. In anumite perioade ale anului (in special vara), solul
este acoperit cu folie transparenta de polietilena pentru a incalzi straturile de suprafata
ale solului pana la temperaturi ridicate. Pentru o incalzire maxima a solului, folia trebuie
sa fie cat mai aproape de suprafata, ceea ce inseamna ca solul trebuie sa fie curatat
de resturi, reziduuri vegetale si bulgari mari de pamant care ar putea ridica folia de la
sol si ar putea duce la deteriorarea acesteia. Pentru o solarizare reusita, solul trebuie
sa fie bine pregatit, afanat pana la o adancime de 30—40 cm si udat abundent. Solul

umed conduce mai bine caldura, ceea ce face solarizarea mai eficienta.

Figura 1.22. Solarizarea solului

22
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Biofumigarea este o practica agricola prietenoasa cu mediul care implica utilizarea
anumitor plante, in special a celor din familia Brassicaceae (inclusiv varza, conopida,
broccoli, varza creatd si diferite tipuri de mustar), pentru a suprima patogenii si
daunatorii transmisi prin sol (Ziedan, 2022). Aceastd metoda valorificd compusii
naturali eliberati de aceste plante, cum ar fi glucozinolatii, care pot fi transformati in
substante bioactive cu proprietati antimicrobiene atunci cand materialul vegetal este

incorporat in sol.

Procesul implica, de obicei, cultivarea unor culturi biofumigante specifice, precum
mustarul sau ridichea, si apoi incorporarea acestora in sol in timp ce sunt inca verzi
sau la scurt timp dupa inflorire. Aceasta incorporare elibereaza compusi volatili care
pot inhiba cresterea diferitilor patogeni din sol, inclusiv ciuperci, bacterii si nematozi,

imbunatatind astfel sanatatea solului si productiile agricole.

Materialele alternative pentru biofumigare au aratat ca gunoiul de grajd animal, care
poate produce amoniac, poate fi de asemenea utilizat ca material biofumigant pentru
a preveni bolile transmise prin sol (Zhang et al., 2020).

Controlul biologic reprezinta o strategie eficienta pentru gestionarea patogenilor
transmisi prin sol. La baza, controlul biologic implica utilizarea organismelor vii pentru
a viza anumite boli sau daunatori ai plantelor. Mecanismele principale prin care agentii
de control biologic (BCAs) actioneaza pentru a reduce patogenii solului includ
antibioza, rezistenta sistemica indusa, parazitismul (in special micoparazitismul),
antagonismul, competitia pentru nutrienti si spatiu, precum si stimularea cresterii
plantelor prin mijloace indirecte. Majoritatea biofungicidelor comerciale se bazeaza pe
mecanisme multiple de actiune (Figura 1.23).
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Figura 1.23. Mecanismele actiunii BCA

Eficienta agentilor de control biologic (BCAs) in testele de camp este influentata
semnificativ de diversi factori ecologici, inclusiv de starea fiziologica si genetica a
gazdei, precum si de conditile climatologice. Aceste variabile contribuie la
variabilitatea impactului BCAs, motiv pentru care aplicarea lor este predominant
limitat& la mediile de sera. in sere, conditiile de mediu pot fi monitorizate si controlate
atent, permitand obtinerea unor rezultate mai constante (Del Martinez-Diz et al., 2021).

Controlul biologic depinde de diferitele interactiuni agonistice si antagoniste dintre
plante si microorganismele care traiesc in sol. Microorganismele benefice din sol pot

suprima patogenii plantelor prin doud mecanisme principale: actiuni directe si indirecte.

in mod direct, acestea sintetizeaza metaboliti care sunt antagonici fata de patogeni,
cum ar fi antibioticele, compusii organici si toxinele. in mod indirect, ele intaresc
mecanismele de aparare ale plantei gazda si inhiba cresterea patogenilor, contribuind

astfel la sanatatea generala si rezistenta plantei.

in biofungicidele comerciale, dintre care existd astizi mai mult de 100 la nivel mondial,
cele mai frecvent utilizate ciuperci antagoniste apartin genurilor Trichoderma,
Ampelomyces, Gliocladium, Coniothyrium si Pythium, precum si bacteriile antagoniste

din genurile Streptomyces, Pseudomonas, Agrobacterium si Bacillus.
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Valoarea pietei europene a biopesticidelor a crescut cu aproximativ 31,2% in perioada

istorica (2017—2022). Se preconizeaza ca valoarea pietei va creste cu aproximativ
779% si va atinge 3,20 miliarde USD pana la sfarsitul anului 2029.
(https://www.mordorintelligence.com/industry-reports/european-biopesticides-market-
industry)

Unul dintre cele mai importante si mai utilizate genuri de ciuperci in controlul biologic
al patogenilor este genul Trichoderma (Figura 1.24). Trichoderma utilizeaza
antagonismul direct si competitia, in special in cadrul rizosferei, pentru a influenta
compozitia si interactiunile microorganismelor inconjuratoare. Atunci cand colonizeaza
plantele, fie pe radacini, fie ca endofit, Trichoderma a dezvoltat capacitatea de a
comunica cu planta gazda, oferind o gama larga de beneficii complexe (Woo et al.,
2023).

Astazi exista aproximativ 20 de specii de Trichoderma pe piata biocontrolului. Dintre
speciile inregistrate se numara Trichoderma harzianum, Trichoderma viride si

Trichoderma asperellum (Sidhu, CABI).

Figura 1.24. Comparatie intre protectia chimica (stdnga) si cea biologica (dreapta) a rasadurilor de
tomate impotriva Rhizoctonia solani si Pythium debaryanum
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Speciile de Trichoderma sunt abile in a se stabili pe rizoplan, in rizosfera si in interiorul
radacinilor plantelor. Ele genereaza diversi metaboliti care poseda proprietati
antimicrobiene, cum ar fi enzimele care descompun peretii celulari, antibioticele,
precum si compusii volatili si nevolatili. Produc substante biostimulatoare, precum
fitohormonii si fitoregulatorii. Trichoderma, in special, este recunoscuta pentru
capacitatea sa puternica de a absorbi nutrienti din radacini si de a interactiona nu doar

cu microorganismele daunatoare, ci si cu microbiomul general al solului.

Compusii naturali bioactivi pot fi, de asemenea, utilizati in timpul plantérii, deoarece
acestia stimuleaza cresterea plantelor si, prin urmare, controleaza bolile plantelor
(Pandit et al., 2022). Acesti compusi apartin, de obicei, uneia dintre cele trei mari clase
chimice: terpenoide, fenolici si alcaloizi. Unele dintre speciile de plante utilizate pentru
extragerea compusilor bioactivi sunt: Allium spp., Citrus spp., Melaleuca alternifolia L.,
algele brune (Ascophyllum nodosum), algele brune (Laminaria digitata), algele marine
(Spatoglossum variabile, Melanothamnus afaqhusainii, Halimeda tuna), algele rosii
(Chondrus crispus, Gigartina stellata), algele marine, crustaceele marine (Crustacea)
(Jamiotkowska, 2020).

Procedura de inregistrare a produselor de protectie a plantelor si managementul

riscului

Produsele de protectie a plantelor sunt plasate pe piatd pe baza Deciziei de
inregistrare sau aprobare emisa de Ministerul Agriculturii al Republicii Croatia. Prin
inregistrarea unui produs de protectie a plantelor, se urmareste reducerea riscului
pentru sanatatea umana, animalad si a mediului, precum si incurajarea masurilor

integrate si alternative pentru controlul organismelor daunatoare.

Procedura de inregistrare a produselor de protectie a plantelor in Republica Croatia
este aceeasi cu procedura desfasurata in celelalte state membre ale Uniunii Europene.
Pentru reducerea sarcinilor administrative, a fost introdus un sistem de inregistrare
zonal. In acest mod, se aplica principii unice de luare a deciziilor si numeroase ghiduri
si standarde ale Uniunii Europene si ale organizatiilor internationale. Documentatia
produselor de protectie a plantelor trebuie elaboratad conform ghidurilor, standardelor
si protocoalelor corespunzatoare (GLP, GEP, OECD, FAO, EPPO si altele). Evaluarea
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riscului si documentatia analizata reprezintd baza stiintifica si profesionala pentru
luarea deciziilor privind inregistrarea sau aprobarea individuala a produselor de

protectie a plantelor.

Regulamentul (CE) nr. 1107/2009 privind introducerea pe piata a produselor de
protectie a plantelor a fost publicat la 24 noiembrie 2009, iar aplicarea sa a inceput la
14 junie 2011, cu multe perioade de tranzitie. Regulamentul stabileste noi standarde,
avand ca scop cresterea nivelului de siguranta pentru sanatatea oamenilor, animalelor

si mediului.

Toate produsele de protectie a plantelor inregistrate in Croatia pot fi gasite in motorul
de cautare pentru produse inregistrate de pe site-ul (baza de date FIS) al Ministerului

Agriculturii.

in Republica Croatia, trei institutii participa la procesul de inregistrare a produselor de

protectie a plantelor (Figura 1.25):
e Ministerul Agriculturii;

o Centrul pentru Protectia Plantelor (Agentia Croatd pentru Agricultura si
Alimentatie HAPIH);

 Institutul de Cercetari Medicale si Medicina a Muncii (IMI).

Ministerul Agriculturii este coordonatorul principal al tuturor activitatilor legate de
inregistrarea produselor de protectie a plantelor. Ministerul primeste cererile de
inregistrare, verifica completitudinea documentatiei si, daca este necesar, solicita
documentatie suplimentara de la solicitant. Cererile si documentatia aferentd sunt

depuse in trei exemplare identice.

Dupa ce se stabileste completitudinea documentatiei depuse, doua copii identice ale
acesteia sunt transmise institutilor autorizate pentru evaluarea documentatiei si
analiza riscului. In caz de necesitate, institutiile autorizate pot solicita transmiterea de
documente suplimentare, anumite modificari ale cererilor, explicatii etc. Comunicarea
cu solicitantul, in toate etapele procesului de inregistrare a produselor de protectie a
plantelor, are loc prin intermediul coordonatorului de la Ministerul Agriculturii.
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Dupa ce institutiile autorizate finalizeaza evaluarea documentatiei si analiza riscului,
coordonatorul transmite o propunere de inregistrare catre Ministerul Agriculturii. Pe
baza propunerii institutiei autorizate, Ministerul Agriculturii emite decizia de inregistrare

a produsului de protectie a plantelor.

Centrul pentru Protectia Plantelor efectueazéd o parte din evaluarea riscului si a
documentatiei. La solicitarea Ministerului Agriculturii, acesta pregateste propuneri de
inregistrare, propuneri de eliberare a unor licente pentru produse de protectie a
plantelor, propuneri pentru prelungirea inregistrarilor, precum si avize de specialitate

in domeniul produselor de protectie a plantelor.

Institutul de Cercetari Medicale si Medicina a Muncii (IMI) efectueaza evaluarea
documentatiei si analiza riscului in domeniile toxicologiei mamiferelor si expunerii
utilizatorilor, lucratorilor si altor persoane. La solicitarea Ministerului, acesta emite, de
asemenea, propuneri pentru inregistrarea produselor de protectie a plantelor,
propuneri pentru emiterea anumitor autorizatii, propuneri pentru prelungirea
inregistrarilor, precum si avize toxicologice de specialitate in domeniul sau de

activitate.

Evaluatorii din institutiile autorizate (ZZB si IMI) (coordonatori).
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Figura 1.25 Reprezentare schematica a procedurii de inregistrare a produselor de protectie a plantelor

in Republica Croatia

Regulamentul (CE) nr. 1107/2009 aduce numeroase inovatii, dintre care cele mai
importante se refera la criterii suplimentare pentru evaluarea substantelor active,

inregistrarea zonala a produselor de protectie a plantelor si comertul paralel.

Introducerea pe piata a produselor de protectie a plantelor in Republica Croatia este
reglementata prin Legea privind implementarea Regulamentului (CE) nr. 1107/2009.
Aceasta lege este in vigoare din 1 iulie 2013 si permite implementarea directa a
Regulamentului (CE) nr. 1107/2009 in Republica Croatia.

Pe baza Regulamentului (CE) nr. 1107/2009, Comisia Europeana a adoptat
numeroase regulamente de punere in aplicare care sunt direct aplicabile in statele
membre ale Uniunii Europene si care reglementeaza in detaliu introducerea pe piata
a produselor de protectie a plantelor, aprobarea substantelor active, a substantelor de
protectie (safeners), sinergistilor, coformulantilor, excipientilor, substantelor cu risc
redus, substantelor de baza, sistemul de inregistrare zonal, candidatii pentru inlocuire,

perturbatorii hormonali (perturbatori endocrini), evaluarea comparativa a riscurilor,
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comertul paralel, extinderea inregistrarii pentru culturi si scopuri minore, introducerea

pe piata a semintelor tratate, protectia datelor etc.

La nivelul Uniunii Europene, odata cu adoptarea Directivei 91/414/CEE in 1991, au
fost stabilite principii unice pentru evaluarea substantelor active si a agentilor, precum
si pentru evaluarea riscurilor privind sanatatea umana si animala si protectia mediului.

Implementarea acestei Directive in Uniunea Europeana a inceput in anul 1993.
inregistrarea in Republica Croatia si in restul Uniunii Europene

Domeniul produselor de protectie a plantelor si al reziduurilor de pesticide in alimente,
la nivelul Uniunii Europene, este reglementat prin Regulamente. in iunie 2013 au fost
adoptate urmatoarele legi care permit aplicarea directa a Regulamentului: Legea
privind implementarea Regulamentului (CE) nr. 1107/2009 privind introducerea pe
piatd a produselor de protectie a plantelor, Legea privind implementarea
Regulamentului (CE) nr. 396/2005 privind nivelurile maxime ale reziduurilor de

pesticide din si de pe produsele alimentare si furajele de origine vegetala si animala.

Regulamentul (CE) nr. 1107/2009 a stabilit un sistem de inregistrare zonala pentru
produsele de protectie a plantelor.

Statele membre sunt impartite in trei zone administrative de inregistrare (Figura 1.26):

e Zona A — zona nordica, care include Danemarca, Suedia, Finlanda, Lituania,
Letonia si Estonia

« Zona B — zona centrala, care include Regatul Unit, Irlanda, Tarile de Jos,
Germania, Belgia, Luxemburg, Austria, Slovenia, Slovacia, Republica Ceha,
Polonia, Ungaria, Roméania

e Zona C — zona sudica, care include Franta, Spania, Grecia, Italia, Portugalia,
Bulgaria, Malta, Cipru si Croatia

Zonele administrative au fost stabilite pentru a evita dublarea activitatilor.
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Figura 1.26 Zone administrative de Tnregistrare in Europa

Conform Directivei 91/414/CEE, fiecare stat membru al Uniunii Europene a realizat o
evaluare a documentatiei si o analiza a riscului pentru a aproba inregistrarea unui
produs de protectie a plantelor pe teritoriul sau, iar in sistemul de inregistrare zonala,
o evaluare a riscului este realizata de un stat membru din aceeasi zona de inregistrare
sau de un stat membru din oricare zona de inregistrare in cadrul procedurii de
inregistrare interzonald. Pentru a reduce sarcina administrativd pentru industrie si
pentru autoritatile competente ale statelor membre si pentru a asigura o mai buna
uniformitate si disponibilitate a produselor de protectie a plantelor, inregistrarile
produselor de protectie a plantelor aprobate de un stat membru ar trebui sa fie
acceptate in alte state membre, daca acestea prezinta conditii agricole, de mediu si

climatice comparabile.

Din motivele mentionate mai sus, statele membre sunt impartite in zone cu conditii
agricole, de mediu si climatice comparabile, pentru a facilita recunoasterea reciproca
a evaluarilor riscurilor si a inregistrarilor aprobate. Cu toate acestea, caracteristicile
climatului difera si la nivelul tarilor individuale si de aceea este necesar sa se tina cont
de aceste fapte la inregistrarea produselor de protectie a plantelor.
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Clima reprezintd starea medie a atmosferei (invelisul gazos al Paméantului) pe o
anumita zona observata pe o perioada lunga (25 pana la 35 de ani). Clima este
influentatd de numerosi factori, cum ar fi latitudinea, curentii marini, dispunerea
uscatului si a marii, relieful etc. Oceanul Atlantic este principala sursa de umiditate
pentru Europa. Vanturile de vest aduc umiditate. Cantitatea de precipitatii scade odata
cu distanta fata de Oceanul Atlantic. in zonele mai apropiate de mare, majoritatea

precipitatiilor cad iarna, iar in zonele mai indepartate, vara.

in Europa predominé climatele temperate: climatul moderat cald, moderat continental
si mediteranean. Climatele polare si de stepa sunt mai putin reprezentate. Clima are o
influenta inestimabild asupra distributiei speciilor de plante si animale, asupra
posibilitatii de cultivare a anumitor specii de plante in spatiu deschis, asupra distributiei
daunatorilor, patogenilor plantelor si buruienilor. Acoperirea vegetala (vegetatia)
depinde de clima, dar influenta omului este, de asemenea, importanta. Vegetatia
originala este rara. Omul a distrus suprafete mari de vegetatie naturala prin construirea

de asezari si drumuri si prin transformarea padurilor in pasuni si terenuri arabile.

O exceptie de la sistemul de inregistrare zonala o reprezinta acele inregistrari ale caror
utilizari nu sunt legate de conditiile climatice si alte conditii esentiale de utilizare. Astfel
de utilizari sunt tratamentul semintelor, utilizarea in spatii protejate, depozite, silozuri

si altele, pentru care a fost stabilit un sistem de inregistrare interzonala.

Conditia prealabild pentru depunerea unei cereri de inregistrare este ca substanta
activa continuta in produsul de protectie a plantelor sa fie aprobata la nivelul Uniunii
Europene.

Solicitantul/compania care depune cererea de inregistrare selecteaza unul dintre
statele membre din zona de inregistrare ca stat membru raportor zonal (zZRMS), care
efectueaza evaluarea documentatiei si analiza riscului pentru intreaga zona de
inregistrare. Alte tari din cadrul zonei de inregistrare unde cererea de inregistrare a
fost depusa in acelasi timp trebuie sa se abtind de la evaluarea documentatiei si
analiza riscului si sa astepte ca zZRMS sa finalizeze evaluarea documentatiei si analiza
riscului. Procesul de evaluare a documentatiei si analiza a riscului dureaza 12 luni de

la finalizarea documentatiei.
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Dupa ce statul raportor zonal (zRMS) emite o inregistrare pentru un produs de
protectie a plantelor pe teritoriul sau, celelalte state membre in care compania a depus
cererea de inregistrare (state membre implicate — cMS) sunt obligate sa emita o
inregistrare in termen de 120 de zile. La luarea deciziilor privind conditiile de aprobare,

cMS poate lua in considerare specificitatile si cerintele nationale (Anexe Nationale).

in cazul in care toate tarile fac parte dintr-o singura zon4 (utilizare in depozite si altele
asemenea), compania alege o tara ca raportor interzonal (interzonal Rapporteur
Member State —izRMS) pentru intreaga Uniune Europeana si depune o cerere in toate
statele membre in care intentioneaza sa inregistreze produsul de protectie a plantelor.
Dupa ce izZRMS emite o inregistrare pe teritoriul sau, fiecare cMS, indiferent de zona
de inregistrare, este obligat sa emita o inregistrare pe teritoriul sau in termen de 120

de zile.

Un stat membru al Uniunii Europene poate refuza sa emita o decizie privind
inregistrarea unui anumit produs de protectie a plantelor pentru care zZRMS sau izZRMS
a efectuat evaluarea documentatiei si analiza riscului. De asemenea, un stat membru
poate refuza recunoasterea reciproca (MR) a unei inregistrari dintr-un alt stat membru.
in ambele cazuri, este obligatoriu ca solicitantul si Comisia Europeané sa fie informati

despre decizie si sa fie prezentata o justificare profesionala si stiintifica a acesteia.

Solicitantul poate ulterior sa depuna o cerere de recunoastere reciproca a inregistrarii
intr-un stat membru care nu a avut calitatea de cMS la momentul depunerii cererii
pentru inregistrarea zonala. Acest stat membru va recunoaste inregistrarea si va emite
o Decizie de Inregistrare in termen de 120 de zile sau va respinge cererea de

recunoastere reciproca.

Regulamentul permite, de asemenea, recunoasterea inregistrarilor dintr-o alta zona
de inregistrare, daca conditiile climatice, de mediu, agricole si alte conditii de utilizare
sunt similare. Totusi, pentru a evita ,efectul domino”, recunoasterea inregistrarilor deja

recunoscute (recunoasteri) nu este permisa.

Pentru evaluarea documentatiei produselor de protectie a plantelor, in scopul
inregistrarii sau aprobarii acestora in Republica Croatia, se efectueaza o analizad a

riscului si o evaluare a documentatiei in domeniile identitatii, proprietatilor fizico-
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chimice, metodelor analitice, eficacitatii produsului, toxicologiei, expunerii utilizatorilor,
reziduurilor produsului, comportamentului in mediu si ecotoxicologiei. in acest proces
se aplica principii unice de luare a deciziilor, precum si numeroase ghiduri si standarde
ale Uniunii Europene si ale organizatiilor internationale. Introducerea pe piata a
produselor de protectie a plantelor in Republica Croatia este reglementata prin

Regulamente in conformitate cu regulile si legile tarii.

Pentru inregistrarea produsului de protectie a plantelor, o parte din documentatia
depusa trebuie sa includa Raportul de inregistrare din statul membru (Registration
Report), care consta din trei parti:

a) evaluarea nationala a statului membru in functie de care se solicita recunoasterea
(Partea A);

b) rezumatul evaluarii statului membru in functie de care se solicita recunoasterea
(Partea B);

c) date confidentiale (Partea C).

Tipuri de aprobare conform Legii privind implementarea Regulamentului 1107/2009

Aprobari temporare — introducerea pe piata a produselor care contin o substanta activa
care nu a fost inca aprobata la nivelul UE, in conformitate cu art. 30 din Regulamentul
(CE) nr. 1107/2009. Se depune documentatia completa pentru substanta activa si
agent. Procedura este in curs de abandonare si a fost efectuatd doar pana la 14 iunie
2016.

Aprobari zonale atunci cand Republica Croatia este zZRMS — Republica Croatia, in
zona administrativa sudica, are rolul de stat raportor (zonal Rapporteur Member State
— zRMS), care efectueaza evaluarea documentatiei si analiza riscului pentru intreaga
zona de inregistrare. Statele membre implicate (cMS), in care cererea de inregistrare
este depusd, sunt obligate, dupa comentarea si armonizarea evaluarii si dupa ce
zRMS emite o decizie de inregistrare, sa aprobe produsul in tarile lor (statele membre
pot avea cerinte nationale sau pot refuza emiterea unei decizii de inregistrare, dar sunt

obligate sa informeze Comisia Europeana despre aceasta).
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Aprobari interzonale atunci cand Republica Croatia este izRMS — toate statele membre
reprezinta o singura zona pentru aplicarea produselor in spatii protejate (sere, solarii),
aplicarea dupa recoltare sau aplicarea in spatii de depozitare goale sau destinate
stocérii plantelor ori produselor vegetale si pentru tratamentul semintelor. in Uniunea
Europeana, Republica Croatia are rolul de stat raportor interzonal (interzonal
Rapporteur Member State — izRMS), care evalueazd documentatia si analizeaza
riscurile pentru intreaga Uniune Europeana. Statele membre implicate (cMS), in care
cererea de inregistrare este depusa, sunt obligate, dupa comentarea si armonizarea
evaluarii si dupa ce izRMS emite o decizie de inregistrare, sa aprobe produsul in tarile
lor (statele membre pot avea cerinte nationale sau pot refuza emiterea unei decizii de

inregistrare, dar sunt obligate sa informeze Comisia Europeana despre aceasta).

Aprobari zonale atunci cand Republica Croatia este cMS — Republica Croatia nu
evalueaza documentatia si analiza riscului, dar are dreptul s comenteze evaluarea
realizata de zZRMS sau izZRMS. Dupa finalizarea evaluarii zonale si dupa ce zZRMS sau
izRMS emite o decizie de inregistrare, cMS are un termen de 120 de zile pentru a
emite o decizie de inregistrare a produsului (Republica Croatia poate refuza emiterea
unei decizii de inregistrare, dar este obligata sa informeze Comisia Europeana despre

aceasta).

Daca substanta activa, substanta de protectie (safener) sau sinergistul din produs
provin dintr-o altd sursa sau din aceeasi sursa, dar cu o modificare a procesului de
productie si/sau a locului de productie, este necesara o evaluare a echivalentei, in
conformitate cu art. 38 din Regulamentul (CE) nr. 1107/2009. Evaluarea echivalentei
se realizeaza la nivelul Uniunii Europene si este, de obicei, efectuata de tara care a
fost RMS pentru substanta activd, dar nu neapérat. in evaluarea echivalentei se

analizeaza datele privind substanta activa.

Recunoasterea reciproca a aprobarii — recunoasterea aprobarii dintr-un alt stat
membru al UE, conform articolelor 40, 41 si 42 din Regulamentul (CE) nr. 1107/2009.
Procedura de inregistrare sau aprobare a produsului in tara in functie de care se
solicitd recunoasterea trebuie sa fie realizatd in conformitate cu Regulamentul
1107/2009 sau Directiva 91/414/CEE. Daca produsul nu a trecut prin procedura
zonala, adica este inregistrat intr-un stat membru conform Directivei 91/414/CEE,
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solicitantul trebuie sa prezinte detalii privind evaluarea efectuata in acea tara sub
forma unei evaluari nationale detaliate sau a evaluarii partii B a RR sau a evaluarii
documentului MIIl. Tn cazurile in care nu exista o evaluare national& in statul membru
in functie de care se face recunoasterea, evaluarea documentatiei si analiza riscului
se realizeaza pe baza etichetei si licentei din acea tara si a documentului MIll depus
din toate domeniile. Este important de subliniat ca, in astfel de cazuri, perioada de 120

de zile pentru emiterea aprobarii nu se aplica.

Extinderea aprobarii — se realizeaza zonal conform articolului 43 din Regulamentul
(CE) nr. 1107/2009 pentru produs, la cererea detinatorului aprobarii, daca sunt
indeplinite conditiile din articolul 29 al Regulamentului (CE) nr. 1107/2009, in termen
de 3 luni dupa extinderea aprobarii pentru substanta activa, safenerul sau sinergistul
care contine acel produs.

Retragerea sau modificarea aprobarii — statele membre pot, in orice moment, revizui
aprobarea si pot retrage sau modifica aprobarea conform articolului 44 din
Regulamentul (CE) nr. 1107/2009. Articolul 45 din Regulamentul (CE) nr. 1107/2009
permite retragerea sau modificarea aprobarii la cererea detinatorului aprobarii, iar
modificarile pot fi aprobate doar dacéa se stabileste ca cerintele din articolul 29 au fost
indeplinite.

Introducerea pe piata a produselor de protectie a plantelor cu risc scazut — conform
articolului 47 din Regulamentul (CE) nr. 1107/2009, atunci cand toate substantele
active continute intr-un produs sunt substante active cu risc scazut, conform articolului
22, acel produs este aprobat ca produs cu risc scazut, daca nu sunt necesare masuri
speciale de reducere a riscului pe baza evaluarii riscurilor. Cerintele pentru

documentatia necesara sunt mai reduse, conform articolului 47, alineatele 1 (a) pana

la (e).

Evaluarea comparativa a produselor de protectie a plantelor care contin candidati
pentru inlocuire — se realizeaza pentru produsele care contin substante active
identificate ca fiind candidati pentru inlocuire. Desi evaluarea comparativa se
realizeaza la nivel national, aceasta nu este inca efectuata in Republica Croatia,

intrucat sunt in curs de elaborare ghidurile pentru Republica Croatia.
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Extinderea aprobarii pentru scopuri minore — conform articolului 51 din Regulamentul
(CE) nr. 1107/2009, detinatorul aprobarii, organismele oficiale sau stiintifice care
desfasoara activitati agricole, asociatile profesionale agricole sau utilizatorii
profesionisti pot solicita ca aprobarea pentru produsul deja aprobat in Republica
Croatia sa fie extinsa pentru utilizari minore care nu sunt inca acoperite de acea
aprobare. Extinderea poate fi aprobata sub forma unei modificari a unei aprobari deja
existente sau a unei aprobari separate, in conformitate cu procedura administrativa a
Republicii Croatia. Este posibila extinderea aprobarii pentru utilizari minore prin
recunoastere reciproca, cu conditia ca produsul de protectie a plantelor in cauza sa fie
autorizat in acel stat membru. Statele membre vor autoriza astfel de utilizari in
conformitate cu dispozitiile articolului 41, cu conditia ca aceste utilizari sa fie

considerate minore si in statele membre in care se depune cererea.

Aprobarea pentru comertul paralel — conform articolului 52 din Regulamentul (CE) nr.
1107/2009, se emite pentru importul si introducerea pe piatd a unui produs in
Republica Croatia, daca acest produs este identic in compozitie cu un produs de
referinta deja aprobat in Republica Croatia. Evaluarea identitatii produsului se
efectueaza pe baza datelor privind compozitia produsului si a altor date obtinute de la
administratia competenta din tara UE din care produsul este importat in Republica
Croatia.

Permisul in situatii de urgenta — conform articolului 53 din Regulamentul (CE) nr.
1107/2009, poate fi aprobat, pentru o perioada maxima de 120 de zile, pentru
introducerea pe piatd a produselor de protectie a plantelor destinate unei utilizari
limitate si controlate, daca astfel de masuri se dovedesc necesare din cauza unui
pericol care nu poate fi controlat in alt mod satisfacator. Este necesar ca, Comisia

Europeana sa fie informata despre acest lucru.

Licenta pentru cercetare si dezvoltare — conform articolului 54 din Regulamentul (CE)
nr. 1107/2009, se emite in scopuri de cercetare sau dezvoltare, in care un produs
neaprobat este eliberat in mediu sau un produs neaprobat este utilizat, daca statul
membru pe al carui teritoriu se vor desfasura cercetarile sau experimentele a evaluat

datele disponibile. Cantitatile si suprafetele de tratament pot fi limitate, iar conditii
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suplimentare pot fi impuse pentru a preveni efectele adverse asupra sanatatii umane

si animale sau efectele inacceptabile asupra mediului. Se emite doar la nivel national.

Introducerea pe piata si utilizarea mijloacelor auxiliare — conform articolului 58 din
Regulamentul (CE) nr. 1107/2009, se realizeaza similar cu procedura de aprobare a
produselor prin procedura zonala.

Evaluarea documentatiei si analiza riscului pe domenii

HAPIH — Centrul pentru Protectia Plantelor efectueaza evaluarea documentatiei si

analiza riscului in urmatoarele domenii:
» identitatea substantelor active si a agentilor de protectie a plantelor,
* metode analitice,
» eficacitatea produselor de protectie a plantelor,
» reziduurile de pesticide in alimente,
e comportamentul in mediu,
e ecotoxicologie,
« expunerea aplicatorilor, lucratorilor si altor persoane prezente,
« coordonare tehnica, elaborarea rapoartelor si a avizelor de specialitate.

Organizatia Europeana si Mediteraneana pentru Protectia Plantelor (EPPO) a impartit
zonele agroclimatice din Europa, zona mediteraneana si Eurasia. Aceste zone au fost
create pentru schimbul international de date privind eficacitatea si fitotoxicitatea
produselor de protectie a plantelor. Conform impartirii EPPO, au fost stabilite 4 zone

agroclimatice:
1. Zona mediteraneana,
2. Zona marina,
3. Zona nord-est,

4. Zona sud-est.
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Zona mediteraneana include tari sau parti de tari situate in jurul Marii Mediterane,
inclusiv lordania, Macedonia si Portugalia.

Zona maritima se afla la nord de coasta de sud-vest a Frantei, pe la Lyon pana la
granita sudica a Elvetiei si Austriei, la vest pana la granita dintre Austria si Ungaria,
mai departe la vest de granita dintre Republica Ceha si Slovacia, la vest de raul Oder
(granita dintre Polonia si Germania). Aceasta zona include, de asemenea, intregul
teritoriu al Irlandei, Suediei si Regatului Unit.

Zona nord-estica include tarile si regiunile situate la est de raul Oder (granita dintre
Polonia si Germania), la nord de granita dintre Republica Ceha si Polonia, la vest de
granita dintre Polonia si Ucraina, la nord de granita dintre Ucraina si Belarus, Rusia la
nord de latitudinea 5011.

Zona sud-estica include Bulgaria, Ungaria, Serbia, Moldova, Roméania, Rusia la sud
de latitudinea 5007, Ucraina, Slovacia, Slovenia, Croatia, Bosnia si Hertegovina,
Muntenegru si Turcia, cu exceptia zonelor de coasta mediteraneene. Aceste zone
indica faptul ca au caracteristici climatice diferite faté de zona in care sunt clasificate
tarile. In unele state membre, de ex. in Franta si Croatia, aceste diferente sunt deosebit
de pronuntate. Datele de eficacitate dintr-o zona pot fi considerate acceptabile intr-o
altd zona daca conditiile agricole, de mediu, climatice si alte conditii sunt comparabile
(Manual pentru manipularea si aplicarea in sigurantd a produselor de protectie a
plantelor, Ministerul Agriculturii 2014).

Evaluarea documentatiei in domeniul reziduurilor de pesticide din alimente

Prin aplicarea agentilor de protectie a plantelor (pesticide) pe plantele tratate,
produsele de origine vegetalad si/sau animala, raman reziduuri de substante active
si/sau metaboliti care pot avea un efect nociv asupra sanatatii umane si animale.
Respectarea dozelor prescrise pentru aplicare, a numarului si termenelor
tratamentelor, respectarea perioadei de pauza si aplicarea doar pe culturile pentru
care produsul de protectie a plantelor este aprobat va determina daca reziduurile vor
fi in conformitate cu cantitatile maxime admise de reziduuri de pesticide (MDK) sau

daca acestea se vor regasi in alimente in concentratii nepermise care pot pune
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potential in pericol sanatatea consumatorilor, in special a grupurilor sensibile, precum

copiii, femeile gravide, persoanele bolnave si varstnicii.

Utilizarea produselor de protectie a plantelor duce la o posibila expunere la reziduuri,
directa si indirecta. Reziduurile pot raméne dupa utilizarea SZB pe/in culturi si produse
depozitate. Astfel de culturi/produse sunt utilizate direct pentru consumul uman sau
servesc drept materie prima pentru alimente si bauturi. Expunerea prin apa potabila
poate aparea prin contactul cu apele de suprafata in timpul aplicarii sau atunci cand

pesticidele (sau metabolitii lor) sunt spalate in apele subterane.

Indirect, reziduurile din culturile tratate destinate hranei animalelor pot duce la
transferul reziduurilor in/pe produsele de origine animala care sunt, in final, utilizate
pentru consumul uman (cum ar fi carnea, ouale si laptele). Sunt necesare date privind
reziduurile SZB (produse de protectie a plantelor) pentru a putea evalua ,natura” si
cantitatea acestora. Reziduurile pot aparea atunci cand SZB este aplicat pe/in culturile
agricole (destinate in totalitate sau partial consumului); in culturile care (pot) fi
administrate animalelor (reziduuri in produsele de origine animala); in culturile care
urmeaza pe acelasi teren dupa culturile tratate, prin transfer din sol (cultura urmatoare
in rotatia culturilor); in produsele alimentare stocate sau materiile prime pentru produse
alimentare; in apa potabila (prin devierea pesticidelor catre cursuri de apa sau

spalarea SZB in apele subterane).

Toate investigatiile privind reziduurile trebuie sustinute de metode analitice validate si

studii de stabilitate a reziduurilor pe durata depozitarii.

Pe baza datelor ,pachetului de reziduuri” privind reziduurile din alimentele de origine
vegetala si animala si din produsele procesate (date privind cercetarile metabolismului
la plante si la animale domestice, cercetari asupra reziduurilor prin hranirea animalelor
domestice — model ANIMOD, cercetarile necesare asupra reziduurilor efectuate in
conformitate cu aplicarea propusa, cercetarea reziduurilor de pesticide in rotatia
culturilor, cercetari in timpul procesarii produselor — stabilirea factorului de transfer,
cercetari ale reziduurilor de substante active si/sau metaboliti in miere) se obtin datele
privind reziduurile produsului si ale substantelor active necesare pentru evaluarea in

domeniul reziduurilor.
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Documentatia de evaluare in domeniul reziduurilor este realizata in conformitate cu
ghidurile UE:

Documentatia in domeniul reziduurilor de pesticide din/pe produsele tratate, alimente
si furaje pentru animale este necesara pentru a putea evalua riscul pentru sanatatea
oamenilor, din toate grupele de varsta, prin ingestia reziduurilor de produse in alimente

de origine vegetala si/sau animala.

Caracteristicile climatice si factorii meteorologici influenteaza, de asemenea,
reziduurile de pesticide din produsele tratate si din sol. Aceeasi cantitate de pesticid
aplicatd si acelasi numar de tratamente pot conduce la concentratii diferite ale

reziduurilor de pesticide din cauza diferentelor agroclimatice.

Unul dintre parametrii semnificativi care afecteaza comportamentul reziduurilor este
diferenta climatica dintre zonele de productie. Conform Directivei SANTE/2019/12752,
Europa este impartita in doua zone in scopul evaluarii reziduurilor dupa aplicarea

produsului in spatiu deschis:

1. Zona nordica — Europa de Nord si Centrala, care include Suedia, Norvegia,
Islanda, Finlanda, Danemarca, Regatul Unit, Irlanda, nordul Frantei, Belgia,
Tarile de Jos, Luxemburg, Germania, Polonia, Republica Ceha, Slovacia,
Austria, Ungaria, Elvetia, Estonia, Letonia, Lituania, Roméania si Slovenia

2. Zona sudica — Europa de Sud si zona mediteraneana, care include Spania,
Portugalia, sudul Frantei, ltalia, Grecia, Malta, Croatia, Serbia, Bosnia si
Hertegovina, Macedonia, Muntenegru, Kosovo, Albania, Turcia, Bulgaria si

Cipru.

Sistemul zonal de inregistrare a produselor de protectie a plantelor din domeniul

reziduurilor este impartit in doua zone
» Europa de Nord si Centrala
« Europa de Sud si zona mediteraneana

Pentru utilizarile in spatii protejate (sere, solarii), precum si pentru utilizarile dupa

recoltare, se aplica o singura zona. Aceasta inseamna ca, in scopul inregistrarii
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produselor de protectie a plantelor, studiile privind reziduurile de pesticide pot fi

efectuate in orice zona, deoarece conditiile sunt controlate.
Niveluri Maximale de Reziduuri (MRL)

Pentru a demonstra ca aplicarea solicitata a produsului este in conformitate cu
reglementarile UE privind MRL, este necesar sa se faca trimitere la evaluarea studiilor
privind reziduurile la nivelul UE sau sa se depuna studii de cercetare a reziduurilor
dupa aplicarea propusa. Studiile depuse ar trebui sa arate ca aplicarea propusa a
produsului nu va conduce la depasirea valorii MRL. Calculul valorilor MRL se
realizeaza in conformitate cu Ghidurile OECD pentru calculatorul MRL — in scopul
armonizarii calculului valorilor limita maxime ale reziduurilor (MRL) in cadrul
Organizatiei pentru Cooperare si Dezvoltare Economica, OECD a dezvoltat
calculatorul MRL (https://www.epa.gov/pesticide-tolerances /oecd-maximum-residue-

limit-calculator).

Valorile MRL sunt prevazute de Legea privind implementarea Regulamentului (CE) nr.
396/2005 privind nivelurile maxime ale reziduurilor de pesticide din si de pe produsele
alimentare si furajele de origine vegetala si animala (Monitorul Oficial 80/13), care,
pentru aplicarea propusa a produsului, este armonizata cu Regulamentul Comisiei
Europene 396/2005 si modificarile aferente.

Conform Regulamentului (CE) nr. 396/2005, nivelurile maxime ale reziduurilor (MRL)
sunt nivelurile superioare de reziduuri de pesticide care sunt permise legal in sau pe
alimente sau furaje, pe baza bunei practici agricole (GAP) si a celei mai scazute
expuneri necesare pentru a proteja consumatorii vulnerabili. Acestea sunt stabilite
dupad o evaluare cuprinzatoare a proprietatilor substantei active si a utilizarii
intentionate a pesticidului. Aceste limitari legale se aplica si alimentelor importate,

stabilite ca ,tolerante la import” pentru a satisface nevoile comertului international.

inainte de stabilirea sau modificarea MRL-urilor (de ex., un solicitant cere autorizarea
unui nou produs de protectie a plantelor), EFSA evalueaza comportamentul
reziduurilor de pesticide si posibilele riscuri pentru sanatate pentru consumatori din
reziduurile din alimente. Daca evaluarea riscului realizata de EFSA nu identifica riscuri

inacceptabile pentru consumatori, se stabilesc MRL-uri aliniate la nivelul UE (Baza de

42



%

RN Co-funded by VA
LA the European Union INNO SAFE LIFE

date UE privind MRL-urile pentru pesticide — EU Pesticide Database MRLs) si produsul
de protectie a plantelor poate fi aprobat.

Evaluarea expunerii alimentare cronice si acute

Republica Croatia nu are propriul model national de nutritie; evaluarea riscului in timpul
inregistrarii produsului se realizeaza folosind modelul ,PRIMo” al EFSA (rev3.1)

(Pesticide residue intake model http://www.efsa.europa.eu/en/mrls/mrlteam.htm).

La evaluarea riscului pentru om, din cauza expunerii la reziduurile de pesticide prin
consumul de alimente, datele privind reziduurile produselor de protectie a plantelor
sunt comparate cu valorile de referinta toxicologice ale dozei zilnice admisibile (ADI)
si dozei de referinta acute (ARfD). Din punctul de vedere al sigurantei alimentare, un
anumit tip de aliment este considerat sigur pentru consumatori daca aportul estimat al

substantei daunatoare nu depaseste valoarea ADI sau ARfD.

Evaluarea riscului pentru consumatori este realizata prin modelul ,PRIMo” rev3.1 al
EFSA (Eng. Pesticide Residue Intake Model) ca parte a evaluarii documentatiei, adica
in scopul inregistrarii produsului, ca parte a Programului National de Monitorizare a
Reziduurilor implementat de Ministerul Sanatatii si in scopul evaluarii initiale a riscului

pentru sistemul RASFF.
Evaluarea cumulativa a riscului

Existd o nevoie tot mai mare de a aborda riscurile potentiale ale expunerii combinate
la mai multe reziduuri de pesticide din dieta. Dovezile disponibile sugereaza ca
principala problema este adaugarea dozelor acelor compusi care actioneaza prin
acelasi mecanism de actiune. Riscurile pentru consumatori din cauza prezentei
reziduurilor de pesticide in alimente sunt in prezent evaluate pe baza de substanta
individuala. Cu toate acestea, multe pesticide au efecte similare, iar efectele lor asupra

sanatatii umane pot fi mai mari in combinatie decéat individual.

Evaluarea documentatiei in domeniul comportamentului in mediu Regulamentele (UE)
nr. 545/2011 si 284/2013 stabilesc cerintele privind furnizarea datelor necesare despre
produsele de protectie a plantelor, in conformitate cu Regulamentul (CE) nr.

1107/2009. Informatiile furnizate despre produsul de protectie a plantelor, impreuna
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cu alte informatii esentiale, precum si informatiile furnizate pentru substanta activa,
trebuie sa fie suficiente pentru a permite evaluarea comportamentului produsului in
mediu. Toate informatiile relevante despre produsul de protectie a plantelor si despre
substanta activa trebuie luate in considerare pentru evaluarea concentratiilor de mediu
previzibile (PEC).

in conformitate cu documentul Comunicarea Comisiei in cadrul implementarii
Regulamentului Comisiei (UE) nr. 284/2013 din 1 martie 2013 (2013/C 95/02), se
aplica metodologia pentru efectuarea cercetarilor privind comportamentul produselor
si substantelor active in mediu, iar toate informatiile necesare sunt disponibile in

ghidurile aferente.

Regulamentele (UE) nr. 544/2011 si 283/2013 stabilesc cerintele privind furnizarea
datelor necesare despre substantele active, in conformitate cu Regulamentul (CE) nr.
1107/2009. Informatiile furnizate despre substanta activa trebuie sa fie suficiente
pentru a cerceta comportamentul acesteia in mediu (de exemplu, se evalueaza modul
si viteza de degradare in sol, mobilitatea in sol, ruta si viteza de degradare in sistemele

acvatice).
Evaluarea documentatiei in domeniul ecotoxicologiei

in scopul inregistrarii produselor de protectie a plantelor in domeniul ecotoxicologiel,

este necesar sa se prezinte:

» evaluarea riscului pentru pasari, care trebuie realizata conform ghidurilor EFSA
,Risk Assessment for Birds and Mammals”, EFSA-Q-2009-00223;

« evaluarea riscului pentru mamifere, care trebuie realizata conform acelorasi
ghiduri EFSA ,Risk Assessment for Birds and Mammals”, EFSA-Q-2009-00223;

» evaluarea riscului pentru organisme acvatice. Pentru cererile depuse inainte de
1 ianuarie 2015, evaluarea riscului pentru organismele acvatice trebuie realizata
conform ghidurilor SANCO/3268/2001 rev 4 (final) 17 octombrie 2002. Pentru
cererile depuse dupa 1 ianuarie 2015, EFSA a elaborat primul dintre cele trei

ghiduri noi pentru organisme acvatice ,Guidance on tiered risk assessment for
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plant protection products for aquatic organisms in edge-of-field surface waters”
(EFSA Journal 2013;11(7):3290).

evaluarea riscului pentru albine conform ghidurilor in  vigoare
SANCO/10329/2002 rev 2 final 17 octombrie 2002. in cazul in care studiile
utilizate in evaluarea riscului la nivel superior au fost realizate in conditii de
camp sau semi-camp, expunerea in aceste studii trebuie sa fie in conformitate

cu GAP-ul propus pentru Republica Croatia.

evaluarea riscului pentru artropodele non-tinta conform ghidurilor ESCORT 2 si
SANCO/10329/2002 rev 2 final 17 octombrie 2002. Evaluarea riscului se
efectueaza pentru fauna artropodelor non-tinta ,in camp” si ,in afara campului”.
In cazul in care evaluarea riscului araté ca exista un risc pentru artropodele non-
tintd ,in camp”, este necesar sa se furnizeze studii care sd demonstreze
refacerea faunei artropodelor non-tinta ,in cdmp”. In cazul in care evaluarea
riscului arata ca exista un risc pentru artropodele non-tinta ,in afara campului”,

trebuie aplicate masuri de reducere a riscului.

evaluarea riscului pentru rame si microorganisme din sol conform ghidurilor
SANCO/10329/2002 rev 2 final 17 octombrie 2002.

evaluarea riscului pentru plantele non-tintd conform acelorasi ghiduri
SANCO/10329/2002 rev 2 final 17 octombrie 2002.

Evaluarea documentatiei in domeniul toxicologiei

Institutul de Cercetare Medicala si Medicina a Muncii (IMI), impreuna cu Centrul pentru

Protectia Plantelor (HAPIH), efectueaza evaluarea documentatiei si analiza riscurilor

n urmatoarele domenii:

Toxicologia mamiferelor,
Expunerea aplicatorilor, lucratorilor si altor persoane prezente,

Coordonarea tehnica, elaborarea rapoartelor si a avizelor de specialitate.

Clasificarea si etichetarea produsului se realizeaza pe baza rezultatelor studiilor de

toxicitate acuta orala, dermald si prin inhalare, iritare oculara, iritatie si
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hipersensibilitate cutanata, conform criteriilor specificate in Anexa | a Regulamentului
(CE) 1272/2008 sau conform tabelelor de conversie din Anexa VII a aceluiasi
regulament. La etichetare trebuie luate in considerare si etichetele de avertizare care
se aplica produsului pe baza proprietatilor toxicologice ale substantei active si/sau
aditivilor din formulare, care se regasesc in Anexa VI a Regulamentului sau in baza
de date C&L Inventory de pe site-ul ECHA. Pentru toate substantele active si toti aditivii
din formulare este necesar sa se prezinte Fisele de Securitate in limba engleza, in
conformitate cu Anexa Il a Regulamentului (CE) 1907/2006 (Regulamentul REACH),
iar pentru agentii de protectie a plantelor se poate depune si Fisa de Securitate si Date
Tehnice in limba croata, aprobata de Institutul Croat de Toxicologie, daca aceasta a

fost deja pregatita.

incepand cu 1 iunie 2015, produsele de protectie a plantelor trebuie clasificate si
etichetate conform Regulamentului (CE) 1272/2008, care trebuie indicat pe
propunerea de etichetd la depunerea cererii de inregistrare a produsului. Desi
Regulamentul (CE) 1272/2008, impreuna cu primele doua amendamente (Adaptarea
la Progresul Tehnic — ATP), a fost transpus in Ordinul privind clasificarea, etichetarea
si ambalarea substantelor chimice periculoase (Monitorul Oficial 64/11, 137/11,71/12),
odata cu aderarea Croatiei la UE, modificarile si completarile ulterioare nu mai sunt
transpuse sub forma unui Ordin, deoarece, din 1 iulie 2013, Regulamentul se aplica
direct in Republica Croatia. Toate modificarile aduse Regulamentului pot fi consultate
pe site-ul Agentiei Europene pentru Produse Chimice (ECHA).

Evaluarea documentatiei produselor de protectie a plantelor din domeniul toxicologiei
se bazeazad pe evaluarea proprietatilor toxicologice ale substantei active si
coformulantilor, in conformitate cu cerintele prevazute de: Regulamentul (CE) nr.
1107/2009; Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 — clasificarea si etichetarea substantelor
chimice; concluzile EFSA (Peer Review); Fisa tehnico-de securitate (STL/MSDS);

Autorizatiile si etichetele statului membru relevant.

Aprobarea substantelor active Agentia Europeana pentru Produse Chimice (ECHA),
cu sediul in Finlanda, este responsabila pentru utilizarea sigura a substantelor chimice
de catre toate partile implicate (mediu, consumatori, lucratori, companii etc.). ECHA
aplica legislatia UE privind substantele chimice, asigura competitivitatea si inovatia
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industriei chimice europene, garantdnd totodata independenta, transparenta si

fundamentarea stiintifica in procesul de luare a deciziilor.

Substantele active sunt inca aprobate la nivelul Uniunii Europene. Industria pregateste
studiile necesare pentru intocmirea documentatiei si selecteaza o tara raportoare care
reprezintd compania in fata Comisiei Europene si a Autoritatii Europene pentru
Siguranta Alimentara (EFSA), care efectueaza evaluarea riscurilor in toate domeniile
relevante, iar Comisia Europeana si statele membre, prin reprezentantii lor in
Comitetul Permanent pentru Lantul Alimentar si Sanatatea Animald — Produse de
Protectie a Plantelor — Legislatie, discuta si iau decizii privind aprobarea substantelor
active cu majoritate calificata. Substantele active sunt de obicei aprobate pentru o
perioada de pana la zece ani si sunt supuse reevaluarii periodice, iar in cazul aparitiei
unor noi cunostinte stiintifice, acestea pot fi reevaluate inainte de expirarea perioadei
de aprobare. Conditia prealabila pentru depunerea unei cereri de inregistrare este ca
substanta activa continuta in produsul de protectie a plantelor sa fie aprobata la nivelul

Uniunii Europene.

Evaluérile substantelor active la nivelul UE, in care Republica Croatia este stat
membru raportor (Reference Member State — RMS), sunt realizate in cooperare cu
Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentara (EFSA), care efectueaza analiza
riscurilor in procesul de aprobare sau reaprobare a substantei active, in timp ce
Comisia Europeana are rolul de gestionare a riscurilor in procedura si ia decizia finala
privind aprobarea unei substante active individuale la nivelul UE. Sarcinile de evaluare
a riscului pentru substanta activa includ evaluarea documentatiei privind eficacitatea,
reziduurile, proprietatile ecotoxicologice, comportamentul in mediu, metodele analitice,
proprietatile fizico-chimice, toxicologia si expunerea utilizatorilor conform principiilor
unice, unde trebuie asigurat un nivel ridicat de protectie a sanatatii umane si animale

si a mediului.
Perturbatorii endocrini (EDS) si biocidele

Perturbatorii endocrini (perturbatori hormonali) sunt substante naturale si chimice care
pot modifica functiile sistemului hormonal la oameni si animale si, prin aceasta, pot

afecta negativ sanatatea acestora.
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in 2002, Organizatia Mondiald a S&natétii (OMS) a definit un perturbator endocrin ca
o substanta sau un amestec care modifica functia (functiile) sistemului endocrin si, in
consecintd, cauzeaza efecte adverse asupra sanatatii unui organism intact, a

descendentilor sai sau a (sub)populatiilor.

Uniunea Europeana se ocupa de perturbatorii endocrini de ani de zile prin legislatia
din domenii precum sanatatea umana (inclusiv consumatorii si lucratorii), sanatatea

animalelor, hrana si furajele, precum si mediul inconjurator.

Agentiile de reglementare ale UE, comitetele stiintifice independente, Comisia si
statele membre se preocupa deja de perturbatorii endocrini reglementati prin legislatia
sectoriala in domenii care includ sanatatea umana (inclusiv sanatatea consumatorilor
si a lucratorilor), sanatatea animala si mediul. Exemplele includ legislatia UE privind
siguranta si sanatatea la locul de munca (unde legislatia privind agentii chimici la locul
de munca include toti agentii chimici, inclusiv perturbatorii endocrini), siguranta
alimentelor si a furajelor (unde riscurile toxicologice, inclusiv cele provenite de la
perturbatorii endocrini, fac obiectul unei evaluari complete a riscului) si produsele de
consum (inclusiv, de exemplu, produsele cosmetice si jucariile, REACH), precum si
legislatia de mediu.

Pe baza Regulamentului (UE) nr. 528/2012 privind produsele biocide, substantele
active care sunt considerate ca interfereaza cu functionarea sistemului endocrin nu vor
fi aprobate, cu exceptia cazului in care se stabileste ca riscul de expunere la substanta
activa este neglijabil sau daca exista dovezi ca substanta activa este necesara pentru
suprimarea sau controlul unui pericol grav pentru sanatatea umana si animala si pentru

mediu.

Comisia Europeand a solicitat ECHA si Autoritati Europene pentru Siguranta
Alimentara (EFSA) sa elaboreze, cu sprijinul Centrului Comun de Cercetare (JRC),
ghiduri comune privind aplicarea criteriilor bazate pe pericol pentru identificarea
perturbatorilor endocrini in contextul Regulamentului (CE) nr. 1107/2009 privind
produsele de protectie a plantelor si al Regulamentului (UE) nr. 528/2012 privind
produsele biocide, care au fost publicate in Jurnalul Oficial al EFSA.

Biocidele
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Produsele biocide (Figura 1.27) sunt substante si amestecuri, pregatite in forma in
care sunt livrate utilizatorului, care contin una sau mai multe substante active, al caror
scop este distrugerea, descurajarea, neutralizarea, prevenirea actiunii sau controlul

oricarui organism daunator prin mijloace chimice sau biologice.

Figura 1.27 Biocide Tn protectia plantelor

Biocidele si agentii de protectie a plantelor sunt pesticide. Biocidele sunt utilizate in
igiena comunald (DDD - dezinfectare, dezinsectie, deratizare), pentru mentinerea
igienei personale, pentru protejarea materialelor (de exemplu, peretii caselor impotriva
ciupercilor si altor daunatori, barcile impotriva lipitorilor sau algelor, lemnul impotriva
diferitilor ddunatori etc.) si in multe alte locuri (de exemplu, pentru distrugerea pestilor,

pasarilor si altor organisme daunatoare).

in tara noastra, acest domeniu este reglementat prin Regulamentul European privind

produsele biocide.

Produsele biocide pot contine, de asemenea, alti aditivi comuni inactivi care asigura
eficienta, precum si pH-ul dorit, vascozitatea, culoarea si mirosul produsului final.
Produsele biocide sunt disponibile pe piata pentru nevoile consumatorilor profesionisti
si/sau neprofesionisti (Wittmer IK et al., 2011; Christensen FM et al.; Scher et al.,
2012).
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Ordinul privind documentatia pentru evaluarea substantei active din preparatele
biocide, documentatia pentru evaluarea preparatelor biocide, procedurile de evaluare
a preparatelor biocide si utilizarea acestora, precum si tipurile de preparate biocide cu
descrierile lor si principiile unice pentru evaluarea preparatelor biocide, stabileste
documentatia pentru evaluarea substantei active din preparatele biocide,
documentatia pentru evaluarea preparatelor biocide, procedura de evaluare a
preparatelor biocide si utilizarea acestora, precum si tipurile de preparate biocide,

descrierile lor si principiile unice pentru evaluarea preparatelor biocide.
Procedura de evaluare a produselor biocide

Organismul competent pentru evaluare analizeaza documentatia, pregateste Raportul
preliminar si concluziile evaluarii. Raportul preliminar de evaluare este transmis

solicitantului in termen de 30 de zile pentru prezentarea observatiilor scrise.

Raportul de evaluare si rezumatul proprietatilor produsului sunt trimise spre evaluare
de specialitate Comitetului pentru Produse Biocide (OBP). Comitetul pentru Produse
Biocide are la dispozitie 180 de zile pentru a emite o opinie bazata pe evaluarea de
specialitate si pentru a o transmite Comisiei. Comisia adopta o decizie privind
aprobarea produsului biocid in cadrul Uniunii (Figura 1.28).
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'

Decision on the Union authorisation
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Figura 1.28 Vedere de ansamblu asupra procesului de evaluare a documentatiei produselor biocide

Cererile pentru aprobarea unui produs biocid sunt depuse in sistemul R4BP 3
(Registrul pentru produse biocide), precum si toate celelalte cereri bazate pe
Regulamentul privind produsele biocide echivalente (BPR). Cerintele pentru inscrierea
in registru si introducerea pe piaté a preparatelor biocide, pentru produsele biocide
care contin substante active enumerate in paragraful 2 al articolului 89 din

Regulamentul (UE) nr. 528/2012, sunt depuse prin intermediul formularului web.

incepand cu 1 septembrie 2015, produsele biocide nu pot fi puse la dispozitie pe piata

daca producatorul sau importatorul substantei active continute in produs sau, daca
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este necesar, importatorul produsului biocid nu este inclus pe lista mentinuta de
Agentia Europeana pentru Produse Chimice (ECHA).

Toate deciziile adoptate in conformitate cu Legea privind produsele biocide (Monitorul
Oficial 63/07, 35/08, 56/10) inceteaza s& mai fie valabile in ceea ce priveste data
aprobarii unei substante active specifice pentru un anumit tip de produs si neaprobarea
unei substante active, in modul specificat la articolul 89 din Regulamentul (UE) nr.
528/2012.

Procedura de inregistrare a produselor de protectie a plantelor in Republica Croatia
este aceeasi ca cea desfasurata in celelalte state membre ale Uniunii Europene, iar
pentru a reduce sarcina administrativa a fost introdus un sistem de inregistrare zonal.
in acest mod se aplica principii unice de luare a deciziilor, precum si numeroase ghiduri
si standarde ale UE si ale organizatiilor internationale. Documentatia produselor de
protectie a plantelor trebuie realizata conform ghidurilor, standardelor si protocoalelor
corespunzatoare (GLP, GEP, OECD, FAO, EPPO si altele). Evaluarea riscurilor si
documentatia evaluata constituie baza profesional-stiintifica pentru luarea deciziilor

privind inregistrarea sau aprobarea individuala a produselor de protectie a plantelor.

Toate produsele de protectie a plantelor inregistrate in Croatia pot fi gasite in motorul
de cautare pentru produse inregistrate de pe site-ul Ministerului Agriculturii.

Prin inregistrarea unui produs de protectie a plantelor, riscul pentru sanatatea umana,
animala si a mediului este redus, iar masurile integrate si alternative de control al

organismelor daunatoare, bolilor plantelor si buruienilor sunt incurajate.

in scopul inregistrarii unui produs de protectie a plantelor in Republica Croatia, este
necesar sa se depuna toate studiile necesare in conformitate cu ghidurile si legile
prescrise, efectuate in zona sudica a UE, pe baza carora produsul de protectie a
plantelor ar putea fi aprobat, deoarece fara studii efectuate in zona sudica a UE nu
este posibil sa se stabileasca daca produsul prezinta riscuri pentru sanatatea copiilor

si a adultilor.
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1.2 Fitoremedierea metalelor grele din soluri

Fitoremedierea este o strategie de bioremediere care implica utilizarea plantelor vii, a
algelor sau a fungilor pentru a reduce contaminarea mediului, in special prin scaderea
concentratiei poluantilor precum metalele grele, compusii organici sau radionuclizii din
sol, apa sau aer (Figura 1.29). Acest proces este determinat de capacitatea naturala
a plantelor si a microorganismelor de a absorbi, transforma sau sechestra acesti
poluanti, facilitdnd detoxifierea lor si promovand refacerea mediului. Utilizarea
fitoremedierii ca solutie durabila si rentabila pentru remedierea siturilor contaminate a

castigat o atentie semnificativa in ultimele decenii (Vangronsveld, 2009).

Termenul ,fitoremediere” este derivat din cuvantul grecesc phytos (care inseamna
plantd) si din cuvantul latin remedium (care inseamna a trata sau a vindeca). Procesul
include diverse mecanisme prin care plantele, in cooperare cu microorganismele
asociate radacinilor, joaca un rol cheie in izolarea, transportul, detoxifierea si

mineralizarea poluantilor din mediul solului (Prasad, 2003).
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Figura 1.29 Tipuri de fitoremediere
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METODE DE FITOREMEDIERE

Remedierea solului contaminat cu metale grele poate fi realizata prin diverse metode:

FIZICE — spalarea solului
CHIMICE - bioremediere
BIOLOGICE — bioremediere

Exemple ale acestor metode (Figura 1.30) includ fitoremedierea, stabilizarea,
rizofiltrarea, fitovolatilizarea si diferite metode de spélare a solului (Vangronsveld,
2009).

PHYTO RHIZO PEHYTO
STABILIZATION FILTRATION EXTRACTION VOLATILIZATION

Figura 1.30 Metode de fitoremediere

Fitoremedierea utilizeaza plante, alge si ciuperci pentru a elimina, reduce sau

transforma poluantii (Kipper, 2007).
Mecanismele de baza ale fitoremedierii includ:
1. Fitoproliferarea

Proces prin care plantele cresc in medii contaminate, in special in soluri sau ape
poluate, si absorb poluantii prin radacini. Acest proces implica abilitatea naturala a
plantelor de a tolera si acumula poluanti, precum metalele grele, compusii organici si
alte substante toxice din mediu. Spre deosebire de mecanismele care implica

imobilizarea sau stabilizarea poluantilor (cum este fitorizostaza), fitoproliferarea se
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concentreaza pe absorbtia activd a contaminantilor de catre plante pe masura ce
acestea cresc. Acest lucru o face o componentd esentiala a strategiilor de
fitoremediere destinate curatarii siturilor poluate, prin utilizarea mecanismelor
fiziologice inerente ale plantelor pentru a absorbi si, eventual, detoxifia poluantii
(Cheng, 2002).

Fitoproliferarea poate fi deosebit de utila in medii unde nivelurile de poluare sunt
moderate sau ridicate, iar alte metode de remediere — precum tratamentele chimice
sau indepartarea fizica — sunt prea costisitoare sau nefezabile. Prin acest proces,
plantele pot contribui la imbunatatirea calitatii solului sau apei, facand din fitoproliferare

o optiune durabila si ecologica pentru gestionarea siturilor contaminate.
Mecanismele fitoproliferarii:

Fitoproliferarea este determinatd de mai multe mecanisme esentiale prin care plantele
absorb si acumuleaza poluanti din mediul inconjurator. Aceste mecanisme sunt
adesea interconectate si pot varia in functie de tipul de poluant, specia de planta si
conditiile de mediu. Mecanismele principale implicate in fitoproliferare includ: absorbtia
si translocarea poluantilor prin radacini, bioacumularea metalelor si a poluantilor,
fitoremedierea compusilor organici, stimularea cresterii si extinderii radacinilor in

solurile poluate, interactiunile din rizosfera si mobilizarea poluantilor (Glick, 2010).
Beneficiile fitoproliferarii in reducerea poluarii:

1. indepartarea poluantilor si stabilizarea contaminantilor: Fitoproliferarea permite
eliminarea activa a poluantilor din siturile contaminate prin concentrarea acestor
substante in tesuturile plantelor. Acest mecanism este deosebit de util pentru
metalele grele, dar si pentru contaminantii organici. Prin absorbtia si stocarea
acestor poluanti, plantele reduc biodisponibilitatea lor ih mediu, prevenind astfel
contaminarea suplimentara a solului, apei si aerului. Dupa ce poluantii sunt
absorbiti si acumulati, plantele pot fi recoltate si eliminate in mod corespunzator,

oferind o solutie de gestionare pe termen lung a siturilor contaminate.

2. Imbunétatirea calitatii solului si a apei: Prin fitoproliferare, plantele contribuie la
refacerea calitétii solurilor si corpurilor de apa poluate. in mediile acvatice

contaminate, plantele pot absorbi poluantii direct din apa, imbunatatind calitatea
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acesteia prin reducerea concentratiilor de contaminanti. in mod similar, in
solurile contaminate, plantele pot imbunatati structura solului si pot reduce

eroziunea, ceea ce duce la cresterea fertilitatii si stabilitatii solului.

Solutie rentabild si durabila: Fitoproliferarea este o metoda ecologica si
economica de remediere a mediului. Comparativ cu tehnologiile traditionale de
remediere, cum ar fi excavarea solului, tratamentele chimice sau spalarea
solului, fitoproliferarea este relativ ieftina. Utilizarea plantelor pentru reducerea
poluarii diminueaza si amprenta ecologica a proceselor de remediere, facand
din aceasta o optiune sustenabila pentru gestionarea mediului pe termen lung.

Refacerea biodiversitatii si a ecosistemelor: Unul dintre avantajele majore ale
fitoproliferarii este ca permite refacerea biodiversitatii in mediile poluate. Prin
utilizarea plantelor native sau adaptate mediului local, fitoproliferarea poate
ajuta la restabilirea ecosistemelor naturale afectate de poluare. in plus,
cresterea plantelor in zonele contaminate poate atrage si sustine fauna
salbatica, contribuind astfel la refacerea ecosistemului si la imbunatatirea starii

generale a mediului (Figura 1.31).
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Figure 1.31. Mecanisme ale fitoremedierii
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2. Fitorizostaza

Fitorizostaza este un termen utilizat pentru a descrie o forma specifica de fitoremediere
in care plantele acumuleaza poluanti in tesuturile lor, in special in radacini, fara a suferi
daune semnificative. Acest mecanism serveste ca o strategie importanta pentru
imobilizarea contaminantilor, in special a metalelor grele, in rizosfera, prevenind
raspandirea lor in zonele inconjuratoare. Prin concentrarea poluantilor intr-o zona
localizata, plantele faciliteaza indepartarea sau izolarea mai usoard a acestor
substante periculoase. Desi fitorizostaza este adesea consideratd o tehnica de
stabilizare, ea joaca un rol crucial in domeniul mai larg al remedierii mediului (Clemens,
2001).

Mecanismele fitorizostazei:

in fitorizostaza, plantele nu ,curatd” neaparat mediul prin extragerea si indepartarea
poluantilor din sol, ci actioneaza pentru a contine acesti contaminanti intr-o zona
specifica. Poluantii sunt, in general, retinuti in zona radacinilor, unde devin imobilizati,
reducandu-si mobilitatea si prevenind infiltrarea lor in apele subterane sau raspandirea
prin sol si aer. Mai multe mecanisme stau la baza procesului de fitorizostaza, cum ar
fi: exudarea radacinilor si legarea metalelor, formarea complexelor metalice, retinerea

fizica in radacini, modificarea proprietatilor solului (Hossain, 2012).
Beneficiile fitorizostazei:

1. Prevenirea raspandirii contaminantilor: Principalul beneficiu al fitorizostazei
este capacitatea acesteia de a reduce raspandirea poluantilor. Prin imobilizarea
metalelor grele sau a altor contaminanti in zona radacinilor, plantele impiedica
transportul acestor substante prin sol sau apa, protejand astfel ecosistemele
invecinate. Acest lucru este deosebit de important in medile in care
contaminantii pot fi transportati prin scurgeri de suprafata sau infiltrati in apele

subterane.

2. Daune minime pentru plante: Spre deosebire de alte mecanisme de
fitoremediere, cum ar fi fitoextractia, fitorizostaza permite plantelor sa
acumuleze poluanti fara a provoca daune semnificative sanatatii plantei.

Poluantii ramén concentrati in sistemul radicular, prevenind deplasarea lor in
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tulpini si frunze, unde ar putea afecta fotosinteza sau cresterea. Astfel, impactul
negativ asupra plantei este minim, iar aceasta poate continua sa functioneze

normal Tn mediul sau.

imbunétatirea calitatii solului: Fitorizostaza poate duce si la imbunatéatirea
calitatii solului. Prin stabilizarea poluantilor intr-o singura zona, se reduce
toxicitatea solului din regiunile inconjuratoare. in plus, sistemele radiculare ale
plantelor implicate in fitorizostaza pot imbunatati structura solului, pot creste
activitatea microbiana in rizosfera si pot contribui la o fertilitate mai buna a

solului.

Remediere rentabila: Fitorizostaza, ca parte a unei strategii mai ample de
fitoremediere, reprezinta o abordare rentabild si ecologica pentru gestionarea
siturilor contaminate. Aceasta tehnica necesitd o intretinere relativ redusa
comparativ cu metodele conventionale de remediere, cum ar fi excavarea,
tratamentele chimice sau spalarea solului. In plus, plantele utilizate in
fitorizostaza pot fi cultivate direct la fata locului, reducand costurile de transport

si sporind sustenabilitatea generalé a procesului.
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Figura 1.32. Mecanisme ale fitoextractiei
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3. Fitodegradarea

Fitodegradarea este un proces prin care plantele, prin producerea de enzime specifice,
descompun sau transforma poluantii — de obicei contaminanti organici — in compusi
mai putin daunatori. Acest mecanism de fitoremediere joaca un rol crucial in
detoxifierea mediilor poluate, utilizdnd caile metabolice naturale ale plantelor pentru a
degrada substantele toxice. Spre deosebire de alte mecanisme de fitoremediere, cum
ar fi fitoextractia (care implica acumularea poluantilor in tesuturile plantelor),
fitodegradarea se concentreaza pe transformarea biochimica sau degradarea
poluantilor, ducand adesea la mineralizarea contaminantilor in produse netoxice
(McGrath, 2001; McGrath si Zhao, 2003).

Fitodegradarea este o strategie importanta pentru remedierea siturilor contaminate cu
poluanti organici, precum pesticide, solventi, hidrocarburi petroliere si substante
chimice industriale. Plantele capabile de fitodegradare pot metaboliza acesti
contaminanti direct prin activitate enzimatica, descompunéandu-i in forme mai putin
toxice sau chiar inofensive, contribuind astfel la refacerea mediului (Newman si
Reynolds, 2004).

Mecanismele fitodegradarii

Fitodegradarea implica mai multe cai biochimice prin care plantele utilizeaza propriile
sisteme enzimatice pentru a degrada sau modifica contaminantii. Aceste procese sunt
facilitate atat de enzimele plantelor, cat si de comunitatile microbiene din rizosfera
(zona din jurul radacinilor plantelor), care pot actiona sinergic cu planta pentru a
descompune poluantii. Unele dintre principalele mecanisme implicate in fitodegradare
includ: descompunerea enzimatica a poluantilor organici, cai metabolice pentru
degradarea poluantilor, rolul microorganismelor din rizosfera, reducerea toxicitatii i

mineralizarea.
Beneficiile fitodegradarii:

1. Detoxifierea poluantilor organici: Fitodegradarea este deosebit de utila pentru
tratarea poluantilor organici, precum pesticide, erbicide, solventi si produse
petroliere. Prin utilizarea enzimelor vegetale pentru a descompune sau

transforma aceste substante, fitodegradarea poate reduce semnificativ
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toxicitatea acestora, facadnd mediul mai sigur pentru fauna, flora si oameni.
Procesul poate, de asemenea, contribui la descompunerea poluantilor
complecsi in compusi mai simpli si mai putin toxici, indepartandu-i astfel eficient

din situl contaminat.

Sustenabilitate si caracter ecologic: Fitodegradarea este un proces natural care
necesitd un aport minim de energie comparativ cu metodele traditionale de
indepartare a poluantilor, precum incinerarea sau tratamentul chimic. Prin
utilizarea sistemelor enzimatice ale plantelor, acest proces este durabil si
ecologic. Folosirea plantelor si a microorganismelor pentru curatarea mediului
reprezinta o solutie rentabila si cu intretinere redusa, aliniata principiilor chimiei

verzi si dezvoltarii durabile.

Aplicabilitate la scara larga: Fitodegradarea are potentialul de a fi utilizata in
eforturi de remediere a mediului la scara larga. Plantele pot fi cultivate pe
suprafete extinse pentru a absorbi si degrada poluantii, ceea ce face ca acest
proces sa fie potrivit pentru tratarea solurilor contaminate, a corpurilor de apa si
a siturilor industriale. Mai mult, anumite plante capabile de fitodegradare, cum
ar fi speciile de Populus, au rate rapide de crestere si pot acumula cantitati mari
de poluanti, fiind candidati ideali pentru utilizarea in programele de remediere.

imbunétatirea sanatatii solului si a ecosistemelor: Degradarea contaminantilor
organici prin fitoremediere poate imbunatati sanatatea solului prin reducerea
nivelurilor de substante chimice toxice care inhiba activitatea microbiana si
cresterea plantelor. Acest proces poate contribui, de asemenea, la refacerea
ecosistemelor degradate de poluare, ducand la recuperarea biodiversitatii si a
functiilor ecosistemice (Figura 1.33).
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Figura 1.33. Mecanism de remediere in rizosfera

4. Fitoextractia

Fitoextractia este un proces prin care plantele absorb contaminanti, de obicei metale
grele sau elemente toxice, din sol sau apa, prin sistemele lor radiculare, si fi
acumuleaza in partile aeriene, cum ar fi frunzele, tulpinile si florile. Aspectul cheie al
fitoextractiei este ca, dupa ce poluantii sunt absorbiti si concentrati in planta, plantele
sunt recoltate si indepartate din zona contaminata, eliminand astfel fizic poluantii din
mediu. Acest mecanism reprezinta o parte importanta a fitoremedierii, oferind o
metoda sustenabila si ecologica pentru curatarea siturilor contaminate (Raskin, 1994).

Principalii poluanti vizati prin fitoextractie sunt, de obicei, metalele grele precum
plumbul (Pb), cadmiul (Cd), arsenul (As), mercurul (Hg) si nichelul (Ni), precum si alte
elemente toxice. Aceste metale sunt adesea nedegradabile si pot persista in mediu,
provocand poluare pe termen lung a solurilor si apelor. Prin fitoextractie, plantele pot

elimina eficient acesti contaminanti si ii pot concentra in biomasa lor, care poate fi apoi
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eliminata in siguranta sau prelucrata, reducand astfel toxicitatea generala a zonei

contaminate.

Mecanismele fitoextractiei:

Fitoextractia (Figurile1.32 si 1.34) implica o serie de etape prin care plantele

interactioneaza cu poluantii din mediu, ii absorb si ii concentreaza in tesuturile lor. Mai

multe mecanisme cheie sunt implicate in acest proces: absorbtia poluantilor prin

radacini, transportul poluantilor catre partile aeriene, concentrarea poluantilor in

tesuturile plantelor, recoltarea si eliminarea materialului vegetal contaminat (Gonzalez,

2008).

Beneficiile fitoextractiei:

1.

Rentabilitate si sustenabilitate: Unul dintre principalele avantaje ale fitoextractiei
este rentabilitatea sa comparativ cu metodele traditionale de remediere, cum ar
fi excavarea, tratamentele chimice sau spalarea solului. Fitoextractia necesita
mai putind energie si infrastructura, facand-o o optiune mai sustenabila si mai
viabild economic, in special pentru aplicatii la scara larga. Plantele pot fi
cultivate direct la fata locului, reducand nevoia de transport si alte provocari
logistice.

Metoda neinvaziva si ecologica: Spre deosebire de tehnicile mecanice sau
chimice de remediere, fitoextractia este neinvaziva si provoaca perturbari
minime mediului. Ea nu implica indepartarea sau distrugerea structurii solului,
ceea ce poate duce la eroziune si distrugerea habitatului. in plus, utilizarea
plantelor pentru remediere contribuie la sechestrarea carbonului, ceea ce

reprezinta un beneficiu suplimentar pentru mediu.

3. Indepéartare selectiva a contaminantilor: Fitoextractia poate fi selectiva,

permitdnd eliminarea unor poluanti specifici fara a perturba alte componente ale
ecosistemului. Prin utilizarea hiperacumulatorilor, este posibila tintirea unor
metale sau contaminanti specifici pentru extractie, asigurand astfel un proces

de curatare eficient si concentrat.
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4. Refacerea sanatatii solului: Prin fitoextractie, plantele pot contribui la refacerea

sanatatii solurilor contaminate. Pe masura ce poluantii sunt eliminati din sol,
proprietatile fizice si chimice ale acestuia se pot imbunatati, facandu-l mai
potrivit pentru cresterea viitoare a plantelor si reducand riscul de expunere

toxica pentru ecosistemele invecinate.

Vacuole

o Transporter xylem transport

* o
Q
O o ®
E" y Transporter O
( =
o
detoxification uptake &

Figura 1.34. Mecanism de remediere in interiorul tesutului vegetal

5. Fitorizofiltrarea

Tehnologie inovatoare de bioremediere care valorifica abilitatea naturala a plantelor
de a absorbi, acumula si detoxifia poluantii din apa prin sistemele lor radiculare. Acest
proces nu doar reduce poluarea mediului, ci si promoveaza practici durabile in

gestionarea resurselor de apa.
Mecanismele fitorizofiltrarii

Plantele utilizeaza mai multe mecanisme pentru a filtra poluantii, care includ: absorbtia

prin radacini, translocarea, transformarile biochimice, rizodegradarea (Juhasz, 2000).
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Beneficiile fitorizofiltrarii

Fitorizofiltrarea ofera numeroase avantaje pentru remedierea mediului si gestionarea

apei (Figura 1.35).

1. Rentabilitate: Comparativ cu metodele traditionale de remediere, cum ar fi
excavarea sau tratamentele chimice, fitorizofilirarea este, in general, mai
economica. Ea necesita mai putina energie si investitii in infrastructura, ceea ce

o face o optiune viabila pentru aplicatii la scara larga.

2. Sustenabilitate ecologica: Aceasta metoda utilizeaza procese biologice
naturale, reducand dependenta de substante chimice sintetice si minimizand
perturbarea ecologica. Ea promoveaza biodiversitatea si poate imbunatati

sanatatea solului.

3. Versatilitate: Fitorizofiltrarea poate fi aplicata la o gama larga de contaminanti,
inclusiv metale grele, poluanti organici si nutrienti in exces. Aceasta versatilitate

permite utilizarea ei in medii diverse, de la situri industriale pana la zone urbane.

4. Valoare estetica: Integrarea plantelor in strategile de remediere poate
imbunatati aspectul estetic al siturilor contaminate. Spatiile verzi pot stimula

biodiversitatea locala si pot oferi oportunitati recreative pentru comunitati.

5. Implicarea si educarea comunitatii: Proiectele de fitorizofiltrare pot incuraja
implicarea comunitatilor si pot creste gradul de constientizare privind
problemele de mediu, promovand un sentiment de responsabilitate si grija fata

de natura.

6. Sechestrarea carbonului: Plantele utilizate in fitorizofiltrare pot sechestra
carbonul, contribuind la atenuarea schimbarilor climatice si la imbunatatirea

continutului de materie organica din sol.

7. Reducerea costurilor de tratare a apei: Prin imbunatatirea calitatii apei la sursa,
fitorizofiltrarea poate reduce sarcina asupra statilor de tratare a apei,

conducand la scaderea costurilor operationale.
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Figura 1.35. Efectul fitostabilizarii si al rizofiltrarii

1.3 Absorbtia metalelor grele

Exista diferite tipuri de procese care permit absorbtia si translocarea metalelor grele in
plante, incluzdnd absorbtia prin sistemul radicular, transportul radacina-tulpina, xilem
si sechestrarea (Yan et al., 2020). Desi multe metale grele exista sub forme solubile si
sunt usor absorbite de plante, existad si forme insolubile. Plantele dezvolta diferite
mecanisme pentru a facilita disponibilitatea acestor metale in sol. Unul dintre aceste
mecanisme implica secretia de compusi chelatori de catre radacinile plantelor, facand

metalele disponibile in sol (Dalvi si Bhalerao, 2013).
1. Absorbtia prin radacini

Primul pas in absorbtia metalelor grele are loc la nivelul radacinilor plantei. Metalele
grele pot patrunde in planta prin doua cai principale:

« Calea apoplastica: Aceasta cale implica difuzia pasiva, prin care metalele grele sunt
absorbite de tesuturile neviabile, in principal prin peretii celulari si spatiile intercelulare.
Ruta apoplastica permite deplasarea metalelor fara a traversa membranele plasmatice
ale celulelor radacinii, facilitdnd o absorbtie rapida (Peer et al., 2005). Totusi, aceasta

cale este limitata la anumite forme si concentratii de metale.
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- Calea simplastica: In contrast, calea simplastica este un proces activ de transport,
prin care metalele grele se deplaseaza prin celulele vii, prin citoplasma. Acest
mecanism necesita energie, de obicei derivata din ATP, pentru a transporta metalele
prin membranele plasmatice. Aceastd cale este esentiald pentru absorbtia
micronutrientilor necesari si ajutd la reglarea homeostaziei metalelor in interiorul

plantei (Fitzgerald et al., 2019).
2. Secretia compusilor chelatori

Plantele au dezvoltat mecanisme pentru a creste biodisponibilitatea metalelor grele in
sol. Un mecanism cheie este secretia de compusi chelatori din exudatele radiculare.
Acesti compusi, care includ acizi organici, aminoacizi si fitochelatine, se leaga de
metalele grele, crescand solubilitatea acestora si facilitdnd absorbtia (Dalvi si
Bhalerao, 2013). De exemplu, acidul citric si acidul malic pot mobiliza eficient fierul si
alti ioni metalici, facandu-i mai accesibili pentru plante (Sato et al., 2018).

3. Formarea complexelor si imobilizarea

Dupa ce sunt absorbite, metalele grele formeaza complexe cu diversi chelatori in
celulele radacinii. Aceste complexe pot fi imobilizate in spatiile extracelulare sau in
interiorul organitelor, impiedicand metalele sa exercite efecte toxice asupra functiilor
celulare (Ali et al., 2013). Chelatarea reduce biodisponibilitatea metalelor grele,
permitand plantelor s& le detoxifieze si s& le stocheze in siguranta. in plus,
sechestrarea vacuolara este o strategie comuna prin care metalele sunt depozitate in

vacuole, izolandu-le suplimentar de caile metabolice (Yuan et al., 2015).
4. Transportul catre xylem

Dupa imobilizare, ionii metalelor grele care sunt sechestrati in tesuturile radacinii sunt
transportati catre stele, unde intra in vasele xilemului. Aceasta tranzitie este esentiala
pentru transportul ascendent, deoarece xilemul conduce apa si substantele nutritive
dizolvate de la radacini catre partile superioare ale plantei (Thakur et al., 2016).
Deplasarea prin xilem faciliteaza si distribuirea metalelor necesare pentru functiile

fiziologice din diferite tesuturi ale plantei.
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5. Translocarea prin xylem

Odata ajunse in xilem, metalele grele sunt translocate prin planta, ajungand in tulpini,
frunze si chiar fructe. Acest proces este determinat in principal de transpiratie, prin
care apa se evapora de la suprafata frunzelor, crednd o presiune negativa care trage
apa (si metalele dizolvate) in sus (Kumar et al., 2022). Eficienta translocarii poate varia
intre diferite specii de plante, unele specii demonstrand o capacitate mai mare de
acumulare a metalelor in partile aeriene, ceea ce este esential pentru eforturile de

fitoremediere.
6. Rolul asociatiilor micoriziene

Multe plante formeaza relatii simbiotice cu ciupercile micoriziene, care imbunatatesc
absorbtia nutrientilor, inclusiv a metalelor grele. Ciupercile micoriziene maresc
suprafata de absorbtie a radacinilor, imbunatatind capacitatea plantei de a absorbi
metale din sol. Aceasta relatie poate duce la o absorbtie si o translocare sporite ale
metalelor, deoarece ciupercile pot solubiliza nutrientii si metalele grele, facandu-le mai

accesibile pentru radacinile plantelor (Smith si Read, 2008).
CAILE DE ABSORBTIE ALE METALELOR GRELE

Absorbtia acestor metale grele are loc prin doua cai distincte si esentiale: apoplastica
si simplastica. Calea apoplastica reprezintd un mecanism de difuzie pasiva prin care
tesuturile neviabile, cum ar fi peretii celulari si spatiile intercelulare, absorb metalele
grele. Acest proces nu necesita energie si permite deplasarea ionilor metalici prin
spatiile dintre celule, evitand practic traversarea membranelor celulare. in contrast,
calea simplastica implica un transport activ, prin care metalele grele patrund in
tesuturile vii, traversand citoplasma si membranele celulelor radiculare. Aceasta cale
necesita energie, utilizand ATP pentru a facilita miscarea ionilor metalici, asigurand
astfel absorbtia selectiva a nutrientilor esentiali si a metalelor grele de cétre planta
(Peer et al., 2005).

Dupa absorbtie, metalele grele interactioneaza cu diversi chelatori, care sunt compusi
organici capabili sa formeze complexe stabile cu ionii metalici. Aceste complexe se
formeaza in interiorul celulelor radacinii, avand rolul de a imobiliza metalele grele in

spatiile extracelulare sau intracelulare. Acest proces este esential deoarece impiedica
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metalele sa interfereze cu functiile celulare vitale si minimizeaza toxicitatea lor asupra
plantei (Ali et al., 2013). De exemplu, chelatorii precum fitochelatinele si
metalotioneinele joaca un rol esential in detoxifierea metalelor grele si in facilitarea

depozitarii acestora in vacuole sau peretii celulari.

Odata ce ionii metalelor grele sunt sechestrati in spatiul celular, acestia sunt transferati
catre stele, partea centrala a radacinii unde se afla tesutul vascular. De acolo, ei se
deplaseaza prin xilem, un tip de tesut vascular responsabil de transportul apei si al
substantelor nutritive, pe masura ce urca prin radacini spre partile aeriene ale plantei
(Thakur et al., 2016). Vasele de xilem creeaza o retea continud care permite
transportul eficient al apei, nutrientilor dizolvati si al metalelor grele, esentiale pentru

diverse procese fiziologice.

in cele din urmé, aceste metale grele sunt translocate prin vasele de xilem si parasesc
radacinile, raspandindu-se mai departe in structura plantei, inclusiv in tulpini si frunze
(Kumar et al., 2022). Acest proces de translocare nu este unul pur pasiv; el este reglat
complex de starea fiziologica a plantei si de conditiile de mediu. Factori precum rata
transpiratiei, disponibilitatea nutrientilor si prezenta unor transportori specifici de
metale pot influenta semnificativ gradul de absorbtie si distributie a metalelor grele in
intreaga planta.

intelegerea acestor cai de absorbtie a metalelor grele este esentiald, mai ales intr-o
perioada in care poluarea solului si a apei este tot mai raspandita din cauza activitatilor
industriale, a practicilor agricole si a urbanizarii. Pentru studentii la stiintele mediului,
biologie sau domenii conexe, este important sa inteleaga implicatile acumularii
metalelor grele in plante, care nu afecteaza doar sanatatea acestora, ci si siguranta
alimentara si sanatatea umana, prin lantul trofic. Mai mult, investigarea mecanismelor
care stau la baza absorbtiei metalelor grele poate contribui la dezvoltarea strategiilor
de fitoremediere, prin care plantele sunt utilizate pentru a extrage sau stabiliza
metalele grele din mediile contaminate, contribuind astfel la refacerea ecologica si la
sustenabilitate (Pietrini, 2005).
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FITOREMEDIEREA CA SOLUTIE

in prezent, fitoremedierea a devenit o solutie tehnologicé eficients si accesibila utilizata

pentru extragerea sau indepartarea metalelor inactive si a contaminantilor metalici din

solurile poluate.

Plantele cu o capacitate exceptionald de acumulare a metalelor sunt cunoscute sub

denumirea de plante hiperacumulatoare (Trapp si Legind, 2010).

Numeroase tipuri de plante reusesc sa absoarba poluanti precum plumbul, cadmiul,

cromul, arsenul si diversi radionuclizi din sol. Astfel, una dintre categoriile

fitoremedierii, fitoextractia, poate fi utilizata pentru a elimina metalele grele din sol,

folosind capacitatea plantelor de a absorbi metale esentiale pentru cresterea lor (Fe,

Mn, Zn, Cu, Mg, Mo si Ni).

De asemenea, unele metale fara o functie biologica cunoscuta pot fi acumulate (Cd,
Cr, Pb, Co, Ag, Se, Hg) (Vamerali et al., 2009).

Tabelul 1.1 Tipuri de plante si capacitatea lor de a remedia metalele grele

Specii de plante Tesut Metale
rezistente
Alyssum bertolonii Frunze, tulpina, radacini Ni
Alnus firma radacini Pb, Cu
Brassica napus radacini Pb
Thlaspi caerulescens tulpina, radacini Zn, Cd
Thlaspi goesingense tulpina Ni
Solanum nigrum Frunze, tulpina, radacini Cu, Cd, Cr
Arabis hirsute Frunze, tulpina Pb, Zn
Brassica chinensis radacini Cd, Pb
Commelina communis Frunze, tulpina, radacini Pb
Elsholtzia splendens Frunze, tulpina, radacini Cu

Avantajele fitoremedierii constau in eficienta sa in reducerea poluantilor, costul redus,

aplicabilitatea pentru o gama larga de poluanti si, in general, faptul ca reprezinta o
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metoda prietenoasa cu mediul. In acelasi timp, este o optiune financiar acceptabila si
mai ieftina pentru remedierea poluarii mediului, fiind in special potrivita pentru
suprafete mari care prezintd niveluri relativ scazute de contaminare. Aceasta
tehnologie a atras recent atentia ca o alternativa inovatoare la metodele de tratament
mai consacrate, utilizate in depozitele de deseuri periculoase, deoarece nu necesita
echipamente costisitoare sau personal foarte specializat. De asemenea, este rentabila
pentru remedierea unor cantitati mari de apa cu concentratii scazute de contaminanti

si pentru suprafete extinse de sol cu contaminare usoara pana la moderata.

PLANTE DE REMEDIERE iN NATURA

Diverse specii de plante au demonstrat capacitatea de a remedia medii contaminate
prin mecanisme precum fitoremedierea, fitodegradarea si fitostabilizarea (Tabelul 1.1).

Floarea-soarelui

» Contaminanti: Metale grele (plumb, cadmiu, uraniu).

* Mecanism: Floarea-soarelui este cunoscuta pentru capacitatea sa de a absorbi si
stoca metale grele in tesuturile sale. Studiile au aratat ca poate extrage eficient
metalele grele din solurile contaminate, ceea ce o face valoroasa pentru bioremediere
(Brown et al., 2003).

Salcia
» Contaminanti: Metale grele si poluanti organici.

* Mecanism: Salciile au sisteme radiculare extinse care imbunatatesc absorbtia
contaminantilor din sol si apa. Capacitatea lor de a sustine activitatea microbiana in

rizosfera le creste eficienta in fitoremediere (Huang et al., 2008).
Mustarul Indian
» Contaminanti: Metale grele (plumb, cadmiu, seleniu).

* Mecanism: Aceasta specie este un bine-cunoscut hiperacumulator de metale grele.
Cercetarile indica faptul ca mustarul indian poate absorbi cantitati semnificative de

metale grele, facandu-I util pentru remedierea solurilor (Kumar et al., 2011).
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Stuful comun
» Contaminanti: Nutrienti (azot, fosfor) si poluanti organici.

* Mecanism: Stuful comun este eficient in filtrarea poluantilor din apa si in
imbunatatirea calitatii apei prin sistemul sau radicular extins. Rolul sdu in zonele

umede construite evidentiaza utilitatea sa in tratarea apelor reziduale (Vymazal, 2011).

Coriandrul

» Contaminanti: Metale grele (plumb, cadmiu).

» Mecanism: Coriandrul a demonstrat un potential ridicat de a absorbi metale grele din
solurile contaminate, facandu-| un candidat potrivit pentru remedierea solurilor urbane
(Jabeen et al., 2015).

Aceste plante servesc drept instrumente naturale pentru remedierea mediului, oferind
un mijloc sustenabil si eficient de combatere a contaminarii solului si apei. Capacitatea
lor de a absorbi, stabiliza si detoxifia poluantii nu doar imbunatateste sanatatea
mediului, ci contribuie si la biodiversitate si la refacerea ecosistemelor. Utilizarea
acestor specii in eforturile de remediere poate oferi beneficii ecologice semnificative,

in timp ce abordeaza provocarile legate de contaminare.
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CAPITOLUL 2. REZISTENTA ANTIMICROBIANA DIN SELECTIA
NATURALA EXACERBATA DE FACTORI UMANI SI METODE VERZI
INOVATOARE DE COMBATERE

2.1 Introducere

Rezistenta tot mai mare a bacteriilor la antibiotice, impreuna cu frecventa crescanda a
tratamentelor nereusite ale infectiilor, evidentiaza necesitatea urgenta de a identifica
cauzele fundamentale ale acestei probleme si de a explora strategii pentru a o reduce
Si pentru a imbunatati rezultatele tratamentului. Un factor larg recunoscut care
contribuie la esecul tratamentului este presiunea selectiva exercitatd de medicamente,
in special atunci cand antibioticele sunt alese necorespunzator sau administrate in
doze subterapeutice. Acest lucru poate duce la supravietuirea populatiilor bacteriene
rezistente sau la activarea mecanismelor de rezistenta [Cantén, 2011]. In consecint,
este esential ca antibioticele sa fie utilizate in mod corespunzéator—doar in infectiile
bacteriene confirmate si in doze care sa maximizeze probabilitatea succesului

terapeutic.

in stadiile incipiente ale infectiei, in special in cazurile severe, terapia empirica este
adesea initiata. Aceasta implica selectarea unui antibiotic pe baza unor factori precum
locul infectiei, starea clinica a pacientului, istoricul medical, bolile concomitente si
functia organelor. Antibioticul ales trebuie sa fie eficient impotriva celor mai probabili
agenti patogeni, a caror prevalenta si profiluri de sensibilitate sunt de obicei cunoscute
din date epidemiologice derivate din analize retrospective ale numeroaselor studii
microbiologice. Ori de cate ori este posibil, terapia antibiotica empirica ar trebui sa fie
precedata de recoltarea probelor pentru testare microbiologica. Rezultatele acestor
teste servesc apoi la validarea deciziilor terapeutice initiale si la ghidarea tranzitiei
catre terapia tintitd. Astfel, constatarile microbiologice ofera un sprijin solid pentru

selectarea antibioticului optim atat in tratamentul empiric, cat si in cel tintit.

Identificarea corecta a agentului pathogen, uneori incluzand cuantificarea pe gram sau
mililitru de proba—combinatéd cu datele analitice si clinice, formeaza baza pentru

diagnosticul definitiv al infectiei. Antibiogramele, pe de alta parte, ofera indrumari
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privind selectarea medicamentelor care se asteaptd sa fie eficace clinic impotriva
bacteriilor identificate. De obicei, antibiogramele includ evaluari calitative ale
sensibilitatii sau rezistentei bacteriene, impreuna cu informatii despre mecanismele de
rezistentd detectate. Pentru multe infectii, astfel de date sunt suficiente pentru a
intrerupe antibioticele ineficiente si pentru a le inlocui cu agenti la care bacteriile sunt
sensibile.

Totusi, la pacientii grav bolnavi, cei cu infectii cronice, expunere extinsa anterioara la
antibiotice sau antecedente de esecuri terapeutice, este necesarad o ghidare
microbiologica mai precisa pentru a facilita selectarea optima a antibioticelor. Doua
metode utilizate frecvent pentru a evalua sensibilitatea bacteriana sunt Testul de
sensibilitate prin difuzie pe disc Kirby-Bauer si determinarea Concentratiei Minime
Inhibitorii (MIC). Metoda Kirby-Bauer este aplicata pe scara larga ca test standardizat,
rentabil si rapid, de natura calitativa, care ghideaza terapia empirica initiala. Ulterior,
testarea MIC oferd o masura mai precisa, cantitativa, a eficacitatii antibioticelor, fiind
deosebit de valoroasa pentru personalizarea terapiei in infectile complexe sau
rezistente. Desi determinarea MIC este de mult stabilita, in trecut a fost efectuata
sporadic; totusi, in prezent este tot mai des inclusa in testele de rutina. Cu toate
acestea, utilizarea practica a rezultatelor MIC pentru optimizarea terapiei raméane
limitatd si, uneori, in ciuda costurilor mai mari comparativ cu metodele calitative,

testarea MIC nu este utilizata pe deplin.

2.2 Tipuri de teste si protocoale de lucru

Testul Kirby-Bauer de difuzie pe disc pentru determinarea sensibilitatii antimicrobiene
Istoric

Publicarea studiului despre penicilina de catre Alexander Fleming in 1928
reprezinta o piatra de hotar in istoria medicinei. Pe masura ce au fost descoperiti mai
multi compusi antimicrobieni, s-a prezis ca bolile infectioase vor fi eliminate prin
utilizarea acestor antimicrobiene [Jorgensen et al., 2007]. Din nefericire, dezvoltarea

rezistentei bacteriene la aceste antimicrobiene a diminuat rapid acest optimism si a
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dus la necesitatea ca medicii sa solicite laboratorului de microbiologie testarea
agentului patogen al pacientului impotriva diferitelor concentratii ale unui anumit
antimicrobian pentru a determina sensibilitatea sau rezistenta la acel medicament.
Metoda originala de determinare a sensibilitatii la antimicrobiene se baza pe metodele
de dilutie in bulion [Jorgensen et al., 2007], care, desi reprezinta si astazi standardul
de aur, sunt consumatoare de timp. Acest lucru a determinat dezvoltarea unei
proceduri de difuzie pe disc pentru determinarea sensibilitati bacteriilor la
antimicrobiene. Pana la finceputul anilor 1950, majoritatea laboratoarelor de
microbiologie clinica din Statele Unite adoptasera metoda de difuzie pe disc pentru
determinarea sensibilitatii bacteriilor la antimicrobiene. Fiecare laborator a modificat
procedura pentru a se adapta propriilor nevoi, incluzand utilizarea diferitelor tipuri de
medii, concentratii de inocul, timp si temperatura de incubare, precum si concentratii
diferite ale compusului antimicrobian. Interpretarea sensibilitatii si rezistentei se baza
doar pe prezenta sau absenta unei zone de inhibitie in jurul discului, iar doua sau trei
concentratii diferite ale aceluiasi antimicrobian erau testate in mod obisnuit impotriva

agentului patogen [Bauer et al., 1959].

Multi cercetatori au publicat variatii ale procedurii, rezultdnd in multiple
protocoale care au dus la o confuzie generalizata [Bauer et al., 1959; Kirby et al.,
1959]. In 1956, W. M. M. Kirby si colegii sai de la Facultatea de Medicin& a Universitétii
din Washington si de la Spitalul King County au propus o metoda cu un singur disc
pentru testarea sensibilitatii antimicrobiene [Winn et al., 2006]. Lipsa standardizarii in
determinarea sensibilitatii bacteriene a continuat sa fie o problema la inceputul anilor
1960. Kirby si colegul sau, A. W. Bauer, au revizuit extensiv literatura privind testarea
sensibilitatii. Ei au consolidat si actualizat toate descrierile anterioare ale metodei de
difuzie pe disc si si-au publicat concluziile [Bauer et al., 1966]. Aceasta publicatie a
determinat Organizatia Mondiala a Sanatatii sa formeze un comitet in 1961 pentru a
pune bazele dezvoltarii unei proceduri standardizate pentru testarea sensibilitatii

antimicrobiene folosind un singur disc [Jorgensen et al., 2007].

Rezultatul a fost o procedura standardizata pentru testul de difuzie pe disc al
sensibilitatii, denumit ulterior testul de difuzie pe disc Kirby-Bauer [Bauer et al., 1966].

in prezent, Institutul pentru Standarde de Laborator Clinic (CLSI) este responsabil
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pentru actualizarea si modificarea procedurii originale a lui Kirby si Bauer printr-un
proces de consens global. Acest lucru asigura uniformitatea tehnicii si
reproductibilitatea rezultatelor, pe masura ce agentii patogeni dezvolta noi mecanisme
de rezistenta si se dezvolta noi antimicrobiene pentru a combate aceste organisme.
Ghidurile de interpretare pentru dimensiunile zonelor sunt incluse in publicatiile lor
(CLSI, 2006). Publicatia CLSI, Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests; Approved Standard 9th Edition, reprezinta standardul pentru

laboratoarele clinice care efectueaza testarea sensibilitatii in prezent.

Scop
Scopul testului Kirby-Bauer de difuzie pe disc este de a determina sensibilitatea sau
rezistenta bacteriilor patogene aerobe si anaerobe facultative la diferiti compusi
antimicrobieni, pentru a ajuta medicul sa selecteze optiunile de tratament pentru
pacientii sai. Organismul patogen este crescut pe agar Mueller-Hinton in prezenta
diferitelor discuri de hartie de filtru impregnate cu antimicrobiene. Prezenta sau
absenta cresterii in jurul discurilor reprezintd o masura indirecta a capacitatii acelui

compus de a inhiba organismul respectiv.

Teorie

Determinarea rezistentei bacteriene la antimicrobiene este o parte importanta a
gestionarii infectiilor la pacienti. Metoda de difuzie pe disc Kirby-Bauer a fost
standardizata si reprezinta o alternativa viabila la metodele de dilutie in bulion pentru
laboratoarele care nu dispun de resurse pentru a utiliza metodele automate mai noi de
microdilutie in bulion. Atunci cand un disc de hartie de filtru de 6 mm impregnat cu o
concentratie cunoscuta de compus antimicrobian este plasat pe o placa de agar
Mueller-Hinton (MH), apa este imediat absorbita in disc din agar. Antimicrobianul
incepe sa difuzeze in agarul inconjurator. Rata de difuzie prin agar nu este la fel de
rapida ca rata de extragere a antimicrobianului din disc, prin urmare concentratia
antimicrobianului este cea mai mare in apropierea discului si are loc o reducere
logaritmica a concentratiei pe masura ce distanta fata de disc creste [Jorgensen et al.,
2007].

Rata de difuzie a antimicrobianului prin agar depinde de proprietatile de difuzie
si solubilitate ale medicamentului in agarul MH [Bauer et al., 1966] si de greutatea
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moleculara a compusului antimicrobian. Moleculele mai mari vor difuza mai lent decat
compusii cu greutate moleculara mai mica. Acesti factori, combinati, duc la faptul ca
fiecare antimicrobian are o dimensiune unica a zonei de intrerupere (breakpoint) care

indica sensibilitatea la acel compus antimicrobian.

Daca placa de agar a fost inoculata cu o suspensie a agentului patogen care
urmeaza sa fie testat inainte de plasarea discurilor pe suprafata agarului, are loc
simultan cresterea bacteriilor si difuzia compusilor antimicrobieni. Cresterea are loc in
prezenta unui compus antimicrobian atunci cand bacteriile ating o masa critica si pot
contracara efectele inhibitorii ale compusului. Timpul estimat pentru ca o suspensie
bacteriana sa atinga masa critica este de 4 pana la 10 ore pentru cei mai frecvent
izolati agenti patogeni, dar este caracteristic fiecarei specii si este influentat de mediul

de cultura si temperatura de incubare [Jorgensen et al., 2007].

Dimensiunea zonei de inhibitie a cresterii este influentatd de adancimea
agarului, deoarece antimicrobianul difuzeaza in trei dimensiuni; astfel, un strat subtire
de agar va produce o zona de inhibitie mai mare decéat un strat mai gros. Punctul in
care se atinge masa critica este demonstrat printr-un cerc clar delimitat de crestere
bacteriana in jurul discului. Concentratia compusului antimicrobian la aceasta margine
se numeste concentratie criticd si este aproximativ egaléd cu concentratia minima

inhibitorie obtinuta in testele de sensibilitate prin dilutie in bulion.

Dimensiunea zonei observate intr-un test de difuzie pe disc nu are nicio
semnificatie de una singura [Jorgensen et al., 2007]. Interpretarea rezistentei si
sensibilitatii la antimicrobiene este determinata prin testare in vivo a sangelui si urinei
pentru a calcula nivelul obtinut al unui anumit antimicrobian care duce la rezolvarea
unei infectii. Aceste informatii sunt corelate cu dimensiunile zonelor, rezultand
standardele de interpretare. Standardele actuale de interpretare pot fi gasite in
publicatia Clinical Laboratory Standards Institute Performance Standards for
Antimicrobial Disk Susceptibility Tests: Approved Standards 9th Edition [CLSI, 2006].
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METODA

Ser fiziologic steril in tuburi de 2 mL 18-24 ore

0.5 McFarland standard Vortex

Card Wickerham Bete sterile

Placi de agar Mueller-Hinton, 100 mm or 150 mm Inoculare

Subler sau rigla discuri antibiotic Bact-cinerator
Pensete Tampoane cu alcool
Distribuitor de discuri antibiotice (optional) 35°C pana la 37°C

@ Organismele recomandate pentru scopuri de asigurare a calitatii sunt
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (nivel de biosecuritate (BSL) 2), Escherichia coli
ATCC 25922 (BSL 1) si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (BSL 2)
(www.atcc.org), deoarece dimensiunea zonei de inhibitie pentru aceste organisme
este cunoscutd. Deoarece dimensiunile zonelor sunt cunoscute pentru aceste
organisme, ele sunt recomandate pentru utilizarea in mediul educational, desi
utilizarea tulpinilor necunoscute ar trebui, de asemenea, integrata in experienta
educationala. Pentru testele de control al calitatii, dimensiunile zonelor pentru aceste

trei organisme pot fi gasite in prospectul oricarui disc antimicrobian achizitionat.

b Selectia antimicrobianului se bazeaza pe tipul de organism testat si pe sursa izolatului
(sange, urina, rana etc.). Se consulta Tabelele de Standarde de Interpretare pentru

antimicrobienii sugerati care trebuie utilizati.
Note suplimentare
Agar Mueller-Hinton

Agarul MH este considerat cel mai bun mediu pentru testarea de rutina a sensibilitatii

bacteriilor non-fastidioase din urmatoarele motive:
« Prezinta o reproductibilitate acceptabila intre loturi pentru testarea sensibilitatii

« Este sarac in inhibitori ai sulfonamidelor, trimetoprimului si tetraciclinelor
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« Sustine cresterea satisfacatoare a majoritatii agentilor patogeni non-fastidiosi

o A fost acumulat un volum mare de date si experienta privind testele de

sensibilitate efectuate cu acest mediu [Winn et al., 2006].

A se retine faptul ca utilizarea altor medii decat agarul Mueller-Hinton poate duce la
rezultate eronate. De asemenea, trebuie retinut cd doar bacterile aerobe sau
facultative care cresc bine pe agar MH nesuplimentat ar trebui testate folosind acest
protocol. Organismele fastidioase necesita agar MH suplimentat cu nutrienti aditionali
si modificarea acestui protocol. Nici suplimentele, nici modificarile procedurale nu sunt

discutate in acest protocol de baza.

Agarul MH poate fi achizitionat sub forma de placi pregatite de la Remel (Lenexa, KS),
BD BBL (Franklin Lakes, NJ) sau orice alt furnizor de placi de agar gata preparate.
Urmati recomandarile producatorului privind depozitarea placilor preparate. Agarul MH
poate fi, de asemenea, preparat din medii deshidratate disponibile de la companii
precum Remel, BD BBL sau alti furnizori de medii deshidratate. Este necesara

asigurarea ca mediul este preparat conform instructiunilor producatorului.

Formula pentru agar Mueller-Hinton per litru de apa purificata [DIFCO 1984]
Infuzie de carne de vita 300,0 g

Cas aminoacizi, tehnici 17,5 g
Amidon 1,5¢g
Agar 17,0 g

Se suspenda componentele enumerate mai sus in 1 litru de apa purificata. Se
amesteca bine. Se incalzeste cu agitatie frecventa si se fierbe timp de 1 minut pentru
a dizolva complet componentele. Urmeaza autoclavarea la 121°C timp de 15 minute
si distribuirea dupa dorinta. Se lasa sa se solidifice la temperatura camerei, apoi se
depoziteaza la 4-8°C. Agarul Mueller-Hinton este stabil aproximativ 70 de zile (conform
Remel Technical Services, 1 septembrie 2009) de la data prepararii. Fiecare laborator
ar trebui sa verifice calitatea si functionalitatea fiecarui lot de medii preparate testand
tulpini cunoscute de organisme impotriva fiecarui compus antimicrobian utilizat, pe

masura ce se apropie termenul de 70 de zile.
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o Daca se prepare placile de agar MH din medii deshidratate, acestea trebuie
turnate la o adancime de 4 mm (aproximativ 25 mL de agar lichid pentru placi
de 100 mm si 60 ml pentru placi de 150 mm, dar in orice caz la o adancime
masurata de 4 mm). Placile prea subtiri vor produce rezultate fals sensibile,
deoarece compusul antimicrobian va difuza mai mult decét ar trebui, creand
zone mai mari de inhibitie. In schimb, placile turnate la o adancime >4 mm vor

produce rezultate fals rezistente.

e pH-ul agarului MH trebuie sa fie intre 7,2 si 7,4 la temperatura camerei dupa
solidificare si trebuie testat la prima preparare a mediului. Daca pH-ul depaseste

7,4, pot aparea rezultate opuse.

e Excesul de timidina sau timina poate inversa efectele inhibitorii ale
sulfonamidelor si trimetoprimului, rezultdnd zone de inhibitie mai mici, mai putin

clare sau absente.

« Concentratia incorecta de cationi divalenti (calciu si magneziu) va afecta
rezultatele testelor cu aminoglicozide si tetracicline impotriva Pseudomonas
aeruginosa. O concentratie excesiva de cationi va reduce dimensiunea zonelor,
iar o concentratie scazuta o va mari. Excesul de calciu va mari zona de inhibitie
a P. aeruginosa impotriva daptomicinei. Excesul de ioni de zinc poate reduce

dimensiunea zonei de inhibitie a carbapenemelor impotriva P. aeruginosa.

» Agarul MH trebuie testat cu tulpini cunoscute de organisme cel putin o data pe
saptaméana pentru a verifica daca mediul si discurile functioneaza conform

asteptarilor.
Discuri de sensibilitate la antibiotic

Discurile antimicrobiene pot fi achizitionate de la orice furnizor de incredere, cum ar fi
Remel, Oxoid sau BD BBL. Ele sunt ambalate in cartuse cu arc, contindnd 25 sau 50
de discuri, si pot fi comandate individual sau in pachete de 10 cartuse. Depozitarea

corecta a acestor discuri este esentiala pentru obtinerea unor rezultate reproductibile.

Cartusele sigilate care contin discuri de hartie preparate comercial trebuie pastrate fie
la 8°C, fie congelate la -14°C intr-un congelator fara sistem automat de dezghetare.
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Se lasa discurile sa ajunga la temperatura camerei inainte de a indeparta ambalajul
de protectie din plastic. Odata deschise, se pastreaza cartusele intr-un recipient de

depozitare care contine desicant, pentru cel mult o saptamana.

Distribuitoare semiautomate de discuri sunt disponibile de la companii precum Remel,
Oxoid si BD BBL. Se tine cont ca, cartusele de discuri de la o companie pot sa nu se

potriveasca in distribuitorul alteia.
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Figura 2.1 Exemple de antibiotice

Distribuitoare semiautomate de discuri sunt disponibile de la companii precum Remel,
Oxoid si BD BBL. Trebuie avut in vedere ca cartusele de discuri de la o companie pot

sa nu fie compatibile cu distribuitorul altei companii.
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Figura 2.2 Distribuitoare semiautomate de discuri

Standardul McFarland

Standardele McFarland sunt suspensii de sulfat de bariu sau particule de latex care
permit compararea vizuala a densitatii bacteriene. Standardele preparate comercial
sunt disponibile pentru achizitionare de la companii precum Remel sau BD BBL.
Acestea includ adesea un card Wickerham, care este un mic card ce contine linii negre
paralele. Un standard McFarland 0.5 este echivalent cu o suspensie bacteriana ce
contine intre 1 x 1001 si 2 x 100] UFC/mL de E. coli.

Un standard McFarland 0.5 poate fi preparat in laborator, conform instructiunilor de

mai jos.

1. Se adauga un aliquot de 0,5 mL dintr-o solutie de 0,048 mol/litru BaCl, (1,175%
greutate/volum BaCl, « 2H,0) la 99,5 mL de H,SO, 0,18 mol/litru (1%

volum/volum), amestecand constant pentru a mentine suspensia.
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2. Se verifica densitatea corecta a standardului de turbiditate prin masurarea
absorbtiei folosind un spectrofotometru cu o cuveta potrivita si o cale optica de
1 cm. Absorbanta la 625 nm ar trebui sa fie intre 0,08 si 0,13 pentru standardul
McFarland 0.5.

3. Se transfera suspensia de sulfat de bariu in aliquote de 4 pana la 6 mL in tuburi
cu capac filetat, de aceeasi dimensiune cu cele utilizate pentru standardizarea
inoculului bacterian.

4. Se sigileaza bine tuburile si se depoziteaza la intuneric, la temperatura camerei.
Utilizarea standardului McFarland in procedura Kirby-Bauer

1. Tnainte de utilizare, se agita energic standardul de sulfat de bariu pe un mixer
vortex mecanic si se face verificarea daca are un aspect uniform tulbure. Se
inlocuieste standardul daca apar particule mari. Daca se utilizeaza un standard
compus din particule de latex, se amesteca prin inversare usoara, nu pe mixerul
vortex.

2. Pe masura ce studentul adauga colonii bacteriene la solutia salina in pasul
Jpregatirea inoculului” al procedurii, acesta trebuie sa compare suspensia
rezultatd cu standardul McFarland. Acest lucru se face tinand atat standardul,
cat si tubul cu inocul unul langa celalalt, la cel mult 2,5 cm de fata cardului
Wickerham (cu o sursa de lumina adecvata) si comparand aspectul liniilor prin

ambele suspensii. Nu se tin tuburile lipite de card.

Daca suspensia bacteriana pare mai deschisa decéat standardul McFarland 0.5, trebuie
adaugate mai multe organisme in tub din placa de cultura. Daca suspensia pare mai
densa decét standardul McFarland 0.5, trebuie adaugata solutie salina suplimentara
in tubul cu inocul pentru a dilua suspensia la densitatea corespunzatoare. in unele
cazuri, poate fi mai usor sa se reia procedura de la inceput decat sa se continue

diluarea unei suspensii bacteriene prea dense pentru utilizare.
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Figura 2.3 Masurarea densitatii

PROTOCOL
Pregatirea placii Mueller-Hinton

1. Se lasa o placa de agar MH (una pentru fiecare organism care urmeaza sa fie
testat) sa ajunga la temperatura camerei. Este preferabil ca placile sa ramana

in mansonul de plastic in timp ce se incélzesc, pentru a minimiza condensul.

2. Daca suprafata agarului prezinta lichid vizibil, se aseaza placa inversata, usor
deschisa pe capac, pentru a permite scurgerea excesului de lichid de pe
suprafata agarului si evaporarea acestuia. Placile pot fi plasate intr-un incubator
la 35°C sau intr-o hota cu flux laminar la temperatura camerei pana se usuca

(de obicei intre 10 si 30 de minute).

Se eticheteaza corespunzator fiecare placa de agar MH pentru fiecare organism care

urmeaza sa fie testat.
Pregatirea inoculului

1. Folosind o ansa sau un ac steril de inoculare, se ating patru sau cinci colonii
izolate ale organismului care urmeaza sa fie testat.
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2. Se suspenda organismul in 2 mL de solutie salina sterila.

3. Se amesteca tubul cu solutie salina pe vortex pentru a obtine o suspensie

omogena.

4. Se ajusteaza turbiditatea acestei suspensii la standardul McFarland 0.5,
adaugand mai multe organisme daca suspensia este prea deschisa sau diluand

cu solutie salina sterila daca suspensia este prea concentrata.
5. Se utilizeaza aceasta suspensie in decurs de 15 minute de la preparare.
Note suplimentare
Pregatirea inoculului

Organismele care urmeaza sa fie testate trebuie sa se afle in faza logaritmica de
crestere pentru ca rezultatele sa fie valide. Se recomanda ca subculturi ale
organismelor care urmeaza sa fie testate sa fie realizate in ziua anterioara. Nu se
utilizeaza niciodata extreme de densitate a inoculului. Nu se utilizeaza niciodata culturi
de bulion peste noapte nediluate sau alte inoculuri nestandardizate pentru inocularea

placilor.

Daca organismul este dificil de suspendat direct intr-o suspensie omogena, trebuie
utilizatd metoda de crestere pentru prepararea inoculului. Totusi, organismele
recomandate in aceasta procedura produc toate suspensii omogene cu dificultate
minima.Se consulta documentul Clinical Laboratory Standards Institute [CLSI 2006]

pentru metoda de crestere utilizata la prepararea inoculului, daca este necesar.
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Figura 2.4 Agar MH, suspensie bacteriana

Inocularea placii MH

1.

2.

Se introduce un tampon steril in tubul cu inocul.

Se roteste tamponul pe marginea interioara a tubului (deasupra nivelului
lichidului), aplicand o presiune ferma pentru a indeparta excesul de lichid.

Tamponul nu trebuie sa fie ud picurand.

Se inoculeaza suprafata uscata a unei placi de agar MH prin insamantare cu
tamponul de trei ori pe intreaga suprafata a agarului; rotiti placa aproximativ 60
de grade de fiecare data pentru a asigura o distributie uniforma a inoculului.

Se trece tamponul de jur imprejurul marginii placii pentru a prelua orice exces
de lichid.

Se arunca tamponul intr-un recipient adecvat.

Lasand capacul usor intredeschis, se permite placii sa stea la temperatura
camerei cel putin 3 pana la 5 minute, dar nu mai mult de 15 minute, pentru ca

suprafata agarului sa se usuce Tnainte de a trece la pasul urmator.
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Figura 2.5 Placi MH, aplicarea ATB

Plasarea discurilor cu antibiotice

1. Se aseaza discurile adecvate impregnate cu antimicrobiene pe suprafata
agarului, folosind fie 0 penseta pentru a dispensa fiecare disc antimicrobian pe
rand, fie un distribuitor multidisc pentru a dispensa mai multe discuri simultan.
(Se consulta pasii a—d pentru utilizarea distribuitorului multidisc sau pasii e—g
pentru plasarea individuala a discurilor cu penseta).

a. Pentru a utiliza un distribuitor multidisc,se aseaza placa de agar MH inoculata pe o

suprafata plana si se indeparteaza capacul.

b. Se aseaza distribuitorul deasupra placii de agar si se apasa ferm pistonul o data

pentru a dispensa discurile pe suprafata placii.

c. Se ridica distribuitorul de pe placa si, folosind o penseta sterilizata fie prin curatare
cu un tampon cu alcool, fie prin flambare cu alcool izopropilic, se atinge fiecare disc
de pe placa pentru a fi asigurat contactul complet cu suprafata agarului. Acest lucru
trebuie facut Thainte de a pune la loc capacul placii Petri, deoarece electricitatea statica
poate determina discurile sa se deplaseze pe suprafata agarului sau sa se lipeasca de

capac.
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d. Nu se misca un disc dupa ce acesta a atins suprafata agarului, chiar daca nu este
pozitionat corect, deoarece o parte din substanta medicamentoasa incepe sa difuzeze

imediat dupa contactul cu agarul.

e. Pentru a adauga discuri pe réand pe placa de agar folosind penseta, se aseaza placa
MH pe sablonul furnizat in aceasta procedura. Se sterilizeaza penseta prin curatare
cu un tampon steril cu alcool si lasand-o sa se usuce la aer sau scufundand penseta

in alcool si apoi aprinzand-o.
f. Folosind penseta, se indeparteaza cu grija un disc din cartus.

g. Se indeparteaza partial capacul placii Petri. Se aseaza discul pe placa, deasupra
unuia dintre punctele intunecate de pe sablon, si se apasa usor discul cu penseta
pentru a asigura contactul complet cu suprafata agarului. Se pune capacul la loc pentru

a minimiza expunerea suprafetei agarului la aerul din incapere.

h. Se continua plasarea a cate un disc pe suprafata agarului pana cand toate discurile

au fost asezate conform instructiunilor din pasii f si g de mai sus.

2. Dupa ce toate discurile sunt asezate, se pune capacul, se intorc placile cu susul
in jos si se plaseza intr-un incubator cu aer la 35°C pentru 16 pana la 18 ore.
La testarea Staphylococcus impotriva oxacilinei sau vancomicinei, sau
Enterococcus impotriva vancomicinei, se face incubare timp de 24 de ore

complete inainte de citirea rezultatelor.
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Figura 2.6 Schema a metodei difuziei pe disc

Note suplimentare
Plasarea discurilor

Discurile nu trebuie plasate la o distantd mai mica de 24 mm (de la centru la centru)
pe placa de agar MH. In mod normal, nu ar trebui plasate mai mult de 12 discuri pe o
placa de 150 mm sau mai mult de 5 discuri pe o placa de 100 mm. Cu toate acestea,
distribuitoarele semiautomate de discuri pot contine 16 si respectiv 8 discuri si este
posibil sa nu mentina distanta recomandata de 24 mm de la centru la centru. Sablonul
furnizat in acest protocol mentine distanta recomandata de 24 mm de la centru la

centru si permite plasarea a pana la 8 discuri pe placa.
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Trebuie evitata plasarea discurilor aproape de marginea placii, deoarece zonele nu vor

fi complet circulare si pot fi dificil de masurat.

Fiecare disc trebuie apasat cu penseta pentru a asigura contactul complet cu suprafata

agarului, altfel pot aparea forme neregulate ale zonelor.

Daca suprafata agarului este perturbata in orice fel (un disc care patrunde in suprafata,
linii vizibile din cauza presiunii excesive a tamponului asupra placii in timpul inocularii

etc.), forma zonei poate fi afectata.

Cand se imprima sablonul pentru utilizare in laboratorul de microbiologie, se face
asigurarea ca diametrul cercului de pe sablon are aceeasi dimensiune cu placile de
agar Mueller-Hinton folosite in laborator (100 mm). Functia ,micsorare” sau ,marire”
de pe o fotocopiatoare poate fi utilizata pentru a ajusta dimensiunea sablonului, daca
este necesar. De asemenea, se poate realiza propriul sablon desenand un cerc in jurul
unei placi de agar MH pe o coala de hartie. Se adauga marcajele de plasare in functie
de numarul de discuri care se intentioneaza a fi utilizate in sesiunea de laborator,

mentinand distantele recomandate mentionate mai sus.
Incubarea placilor
Este necesar un interval de temperatura de 35°C + 2°C.

De retinut ca temperaturile peste 35°C pot impiedica detectarea Staphylococcus

rezistent la meticilina.

Nu se incubeaza placile in CO,, deoarece acest lucru va scadea pH-ul agarului si va

duce la erori datorate unui pH incorect al mediului.

Rezultatele pot fi citite dupa 18 ore de incubare, cu exceptia cazurilor in care se
testeaza Staphylococcus impotriva oxacilinei sau vancomicinei, ori Enterococcus
impotriva vancomicinei. Se citesc rezultatele pentru celelalte discuri antimicrobiene,
apoi se reincubeaza placa pentru un total de 24 de ore inainte de a raporta

vancomicina sau oxacilina.
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Masurarea dimensiunilor zonelor

1.

Dupa incubare, se masoara dimensiunile zonelor la cel mai apropiat milimetru

folosind o riglad sau un subler; se include diametrul discului in masuratoare.

Céand se masooara diametrele zonelor, se face rotunjirea intotdeauna in sus la

urmatorul milimetru.

Toate masuratorile se fac cu ochiul liber, privind partea inferioara a placii Petri.
Se tine placa la céativa centimetri deasupra unei suprafete negre, ne-

reflectorizante, iluminata cu lumina reflectata.

Privirea trebuie sa fie perpendiculara, pe o linie verticala directa, pentru a evita

erorile de paralaxa care pot duce la citiri incorecte.
Se noteaza dimensiunea zonei pe fisa de inregistrare.

Daca plasarea discului sau dimensiunea zonei nu permite citirea diametrului
complet, se face masuratoarea de la centrul discului pana la punctul de pe
circumferinta zonei unde exista o margine clara (raza) si se inmulteste valoarea

cu 2 pentru a obtine diametrul.

Cresterea bacteriana pana la marginea discului poate fi raportata ca o zona de

0 mm.

Organisme precum Proteus mirabilis, care formeaza pelicule de tip ,swarm”,
trebuie masurate diferit fatéd de organismele care nu formeaza astfel de structuri.
Se ignore pelicula subtire de raspandire si se masoara marginea exterioara a

unei zone de inhibitie clar vizibile.

Coloniile distincte, izolate, in interiorul unei zone evidente de inhibitie nu trebuie
considerate drept ,swarming”. Aceste colonii sunt fie mutanti mai rezistenti la
medicamentul testat, fie cultura nu a fost pura si reprezintd un alt organism.
Daca, prin repetarea testului, fenomenul se repeta, organismul trebuie

considerat rezistent la acel medicament.
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Masurarea dimensiunilor zonelor

Daca placa a fost inoculata corect si toate celelalte conditii au fost respectate, zonele
de inhibitie ar trebui sa fie uniform circulare si va exista un covor continuu de crestere
bacteriana. Daca sunt vizibile colonii individuale pe placa, inoculul a fost prea slab si
testul trebuie repetat.

Marginea zonei trebuie considerata zona care nu prezintd o crestere vizibila,
detectabila cu ochiul liber. Nu se folosesc dispozitive de marire pentru observarea

marginilor zonelor.

Cand se masoara zona de inhibitie pentru organisme care se raspandesc (de exemplu,
Proteus sp.), se ignore pelicula subtire de crestere dintr-o zona clar evidenta de
inhibitie.

In cazul trimetoprimului si al sulfonamidelor, antagonistii din mediu pot permite o
usoara crestere; prin urmare, se ignore o crestere usoara (pana la 20% din covorul de

crestere) si se masoara marginea mai evidenta pentru a determina diametrul zonei
[CLSI, 2006].

Staturi practice si masuri de siguranta
Sfaturi practice pentru incepatori

+ Contaminare: Se asigurad intotdeauna sterilitatea instrumentelor, mediilor si
suprafetelor de lucru. Contaminarea poate duce la rezultate neclare sau incorecte,
cum ar fi cresteri neasteptate in interiorul zonelor de inhibitie sau in afara zonelor
inoculate. Se lucreaza intr-o hota cu flux laminar ori de cate ori este posibil si se

utilizeaza pipete si manusi sterile.

* Pregatirea inoculului: O densitate incorecta a inoculului duce la interpretari eronate.
Un inocul prea dens poate reduce dimensiunile zonelor de inhibitie, in timp ce un inocul
prea diluat le poate mari. Se compara intotdeauna suspensia bacteriana cu standardul
McFarland 0.5 si se face ajustarea dupa necesitate.

» Depozitarea discurilor cu antibiotice: Se pastreaza discurile in ambalajul original la
2-8 °C intr-un mediu uscat. Se evita congelarea si dezghetarea repetata. Depozitarea
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necorespunzatoare poate duce la pierderea potentei antibioticelor si la rezultate

inexacte.

» Semne ale testelor invalide:
- Distributie bacteriana neuniforma pe agar (aglomerari sau spatii vizibile).
- Zone de inhibitie neclare, estompate sau cu forme neregulate.
- Schimbari de culoare ale mediului dupa inoculare sau incubare.
- Discuri care nu adera corect la suprafata agarului sau isi schimba pozitia.
- Masuri de siguranta

* Niveluri de biosiguranta (BSL): Se determina nivelul de biosiguranta necesar in
functie de microorganism (BSL-1 péana la BSL-3). Se folosesc echipamente de
protectie, manusi si respiratoare conform reglementarilor atunci cadnd sunt manipulate

bacterii patogene.

* Manipularea materialelor infectioase: Se manipuleaza toate probele si culturile cu
maxima precautie pentru a preveni expunerea sau raspandirea agentilor patogeni.
« Eliminarea deseurilor: Se elimina pipetele, ansele de inoculare, placile si materialele
contaminate conform protocoalelor institutionale, de obicei prin autoclavare sau

dezinfectie chimica.

« Echipament individual de protectie (EIP): Se utilizeaza intotdeauna manusi, ochelari
de protectie si halat de laborator. Pentru procedurile care genereaza aerosoli sau lucrul
cu agenti patogeni cu risc ridicat, se utilizeaza viziere si se lucreaza in cabine de

biosiguranta.

Interpretarea si raportarea rezultatelor

Interpretarea precisa a rezultatelor testarii susceptibilitatii la antibiotice este esentiala
pentru ghidarea unei terapii antimicrobiene eficiente. Atat metoda de difuzie pe disc
Kirby-Bauer, cét si determinarea MIC ofera informatii esentiale privind susceptibilitatea
sau rezistenta agentilor patogeni bacterieni la antibiotice. Citirea si raportarea corecta
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asigura faptul ca medicii aleg cel mai potrivit tratament, minimizdnd esecurile

terapeutice si reducand dezvoltarea rezistentei.
1. Utilizarea ghidurilor CLSI

Folosind ghidurile publicate de CLSI, se determina susceptibilitatea sau rezistenta
organismului la fiecare medicament testat (a se vedea Tabelele 2.1, 2.2 si 2.3). Aceste
ghiduri ofera valori specifice de referinta (diametre ale zonelor pentru difuzia pe disc si
valori MIC pentru dilutia in bulion) pentru diverse specii bacteriene si agenti
antimicrobieni. Se noteaza ca diferiti agenti patogeni necesita criterii interpretative
diferite, de aceea este esential sa se consulte tabelul corect pentru fiecare agent testat.
Tabelele abreviate furnizate sunt adaptate pentru organismele sugerate de autor si

pentru discurile antimicrobiene adecvate utilizarii educationale si de rutina.
2. Inregistrarea rezultatelor

Pentru fiecare agent antimicrobian testat, se indica pe fisa de inregistrare daca
dimensiunea masurata a zonei de inhibitie sau valoarea MIC clasifica izolatul ca
sensibil (S), intermediar () sau rezistent (R). Aceasta clasificare simplifica
comunicarea si luarea deciziilor, asigurand o orientare clara pentru tratamentul clinic.
Inregistrarea precisa a acestor categorii este esentialad pentru interpretarea fiabila a

datelor si pentru analize epidemiologice ulterioare.
3. Raportarea catre clinicieni

Doar categoriile interpretative calitative (S, I, R) din testul de difuzie pe disc Kirby-
Bauer sunt, de obicei, raportate medicilor, nu masuratorile brute ale diametrelor
zonelor. Aceasta practica previne interpretarea gresita a datelor brute si faciliteaza
deciziile terapeutice standardizate. Valorile MIC, desi mai cantitative, sunt de
asemenea interpretate conform valorilor de referintad si raportate in acelasi format

calitativ pentru relevanta clinica.
4. Discuri antimicrobiene si dimensiuni de zona recomandate

Un set sugerat de discuri antibiotice este oferit pentru mediile educationale pentru a
minimiza varietatea de antimicrobiene necesare testarii diferitelor grupuri bacteriene.

Selectarea  discurilor adecvate conform  recomandarilor CLSI asigura

99



%

RN Co-funded by VA
LA the European Union INNO SAFE LIFE

reproductibilitatea si relevanta rezultatelor. Cadrele didactice si personalul de laborator
pot modifica selectia discurilor in functie de epidemiologia locala, disponibilitate si
nevoile clinice specifice. Utilizarea constantd a discurilor recomandate sustine

comparabilitatea rezultatelor intre laboratoare si de-a lungul timpului.

Tabelul 2.1 Standarde interpretative ale diametrului zonelor pentru speciile de Staphylococcus [CLSI
2006]]

Specii Staphylococcus

(diametrul zonei, rotunijit la cel mai apropiat mm intreg)

Rezistent Intermediar Susceptil

Cefazolin (30 ug) <14 15-17 =18
Clindamycin (2 ug) <14 15-20 > 21
Erythromycin (15 ug) <13 14-22 =23
Gentamicin (10 ug) <12 13-14 215
Oxacillin (1 pg) <10 11-12 =13
Penicillin G (10 pg) <28 -- =29
Tobramycin (10 ug) <12 13-14 =215
Vancomycin (30 pg) -- -- =15

Tabelul 2.2 Standarde interpretative ale diametrului zonelor pentru Pseudomonas aeruginosa si alti

bacili gram-negativi nefermentativi [CLSI 2006]
Pseudomonas aeruginosa si alti bacili gram-negativi nefermentativi

(diametrul zonei, rotunijit la cel mai apropiat mm intreg)

Rezistent Intermediar Susceptil

Amikacin (30 pg) <14 15-16 =17
Cefoperazone (75 ug) <15 16.20 > 21
Cefotaxime (30 ug) <14 15-22 =23
Gentamicin (10 ug) <12 13-14 215
Piperacillin (100 pg) <17 " =218
Tetracycline (30 ug) <14 15-18 219
Ticarcillin (75 pg) <14 -- =215
Tobramycin (10 ug) <12 13-14 =15
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Tabelul 2.3 Standarde interpretative ale diametrului zonelor pentru E. coli si alti bacili gram-negativi
enterici [CLSI 2006]
Escherichia coli si alti bacili gram-negativi

(diametrul zonei, rotunijit la cel mai apropiat mm intreg)

Rezistent Intermediar Susceptil

Amikacin (30 ug) <14 15-16 =17
Ampicillin (10 pg) <13 14-16 =17
Cefazolin (30 ug) <14 15-17 218
Gentamicin (10 ug) <12 13-14 215
Tetracycline (30 ug) <14 15-18 219
Ticarcillin (75 pg) <14 15-19 =20
Trimethoprim (5 ug) <10 11-15 =16
Tobramycin (10 ug) <12 13-14 215

Interpretarea rezultatelor testului de difuzie pe disc Kirby-Bauer

Metoda de difuzie pe disc Kirby-Bauer determina susceptibilitatea bacteriana prin
masurarea diametrului zonei de inhibitie Tn jurul discurilor cu antibiotice plasate pe placi
cu agar inoculate cu organismul testat.

Masurare:

Dupa incubare (de obicei 16—18 ore la 35 + 2°C), se utilizeaza o rigla sau un subler
pentru a masura diametrul zonei clare in care cresterea bacteriana a fost inhibata, in
milimetri (mm). Se masoara de la o margine la cealaltd a zonei clare, incluzand

diametrul discului.
Corelare cu susceptibilitatea:

Dimensiunea zonei de inhibitie reflecta eficienta antibioticului impotriva organismului
testat. Zonele mai mari indica, in general, o susceptibilitate mai mare, in timp ce zonele

mai mici sau absente indica rezistenta.
Utilizarea valorilor de referinta:

Diametrele zonelor masurate trebuie comparate cu criteriile interpretative
standardizate furnizate de organizatii precum CLSI| sau EUCAST. Aceste valori de

referintd sunt specifice speciilor bacteriene si antibioticelor.
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Categorii:
Pe baza dimensiunii zonei, bacteriile sunt clasificate astfel:

e Sensibil (S): Patogenul este probabil inhibat de concentratile de antibiotic
obtinute prin dozele standard.

e Intermediar (l): Patogenul poate fi inhibat daca sunt posibile doze mai mari sau
0 expunere crescuta, sau daca antibioticul se concentreaza la locul infectiei.

e Rezistent (R): Patogenul este putin probabil sa fie inhibat de antibiotic la

concentratiile obtinute, si ar trebui luata in considerare o terapie alternativa.
Factori care afecteaza dimensiunea zonei:

Dimensiunile zonelor pot fi influentate de adancimea agarului, densitatea inoculului,
conditiile de incubare si proprietéatile de difuzie ale antibioticului. Respectarea stricta a
protocoalelor standardizate de testare este esentiala pentru rezultate fiabile.

Exemplu:

Pentru Escherichia coli testata impotriva ciprofloxacinei:

e Diametru al zonei = 21 mm = Sensibil
e Diametru al zonei 16—20 mm = Intermediar

e Diametru al zonei £ 15 mm = Rezistent
O masuratoare a zonei de 23 mm ar clasifica izolatul ca sensibil.
Sfaturi practice pentru incepatori

La efectuarea testelor de susceptibilitate la antibiotice, incepatorii intdlnesc adesea
greseli comune. Cunoasterea acestora poate imbunatati fiabilitatea si acuratetea

rezultatelor:

» Contaminare: Se lucreaza intotdeauna intr-un mediu curat si se folosesc instrumente
sterile pentru a preveni contaminarea cu microbi din mediul inconjurator. Contaminantii

pot provoca cresteri neasteptate si interpretari gresite ale rezultatelor.

» Pregatirea incorecta a inoculului: Densitatea suspensiei bacteriene trebuie sa
corespunda cat mai exact standardului McFarland 0.5. Inoculele prea dense pot duce
la reducerea falsa a zonelor de inhibitie sau la valori MIC mai mari; suspensiile prea
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diluate pot da susceptibilitati fals crescute. Se verifica intotdeauna turbiditatea folosind
un standard McFarland sau un spectrofotometru.

» Depozitarea necorespunzatoare a discurilor: Discurile cu antibiotice trebuie
depozitate conform instructiunilor producatorului, de obicei la frigider si protejate de
umiditate si lumina. Discurile expirate sau depozitate incorect pot pierde potenta,
afectand rezultatele testului.

« Intinderea neuniforma a inoculului: Se asigura o distributie uniforma a inoculului pe
placile cu agar. Peliculele neuniforme pot produce zone de inhibitie neregulate, dificil

de masurat cu precizie.

« Conditii de incubare inconsistente: Se mentine temperatura precisa (de obicei 35 *
1°C) si timpul de incubare conform protocolului. Abaterile pot modifica cresterea
bacteriana si activitatea antibiotica.

Semne ale testelor invalide
Se acorda atentie la indicatorii care sugereaza ca testul poate fi invalid:

« Crestere bacteriana difuz& sau dispersata: In loc de un covor uniform, coloniile

dispersate pot indica o pregatire defectuoasa a inoculului sau contaminare.

« Zone de inhibitie neclare sau estompate: Marginile greu de definit pot complica
interpretarea. Acest lucru poate rezulta din adancime incorecta a agarului, conditii de

incubare nepotrivite sau calitate suboptimala a discurilor antibiotice.

 Schimbari neobisnuite de culoare ale agarului: Decolorarea sau culorile neasteptate

ale mediului pot indica contaminare sau degradarea mediului.
Concentratia minima inhibitorie MIC

Concentratia minima inhibitorie (MIC) se refera la cea mai mica cantitate de substanta
antibacteriana, masurata in mg/L (sau pg/mL), care opreste complet cresterea vizibila
a unei tulpini bacteriene in conditii de laborator (in vitro) riguros controlate [EUCAST,
1998].
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Metode pentru determinarea MIC
Urmatoarele metode sunt utilizate frecvent:
Tehnici de dilutie:

e Pe medii solide cu agar
e In medii lichide de cultur
e Microdilutie (micro metoda)

e Macrodilutie (macro metoda)
Tehnici de gradient:

e Utilizarea benzilor impregnate cu un gradient cunoscut de concentratie de

antibiotic
Tehnici de dilutie

Conform EUCAST [2020], microdilutia Tn bulion este, in general, recomandata, cu
exceptia cazurilor de fosfomicina si mecillinam, pentru care se prefera dilutia pe agar.
in schimb, ghidurile americane CLSI [2018] permit utilizarea interschimbabild a
metodelor de dilutie in bulion sau pe agar pentru majoritatea speciilor bacteriene si
antibioticelor. Totusi, exista exceptii specifice: tulpinile de Haemophilus influenzae si
antibiotice precum colistina si daptomicina necesita exclusiv dilutia in bulion pentru
determinarea MIC. Fosfomicina, conform ghidului EUCAST, este evaluata prin dilutie
pe agar. in plus, CLSI recomanda utilizarea mediului HTM pentru H. influenzae in locul
bulionului MH-F recomandat de EUCAST.

Pentru testarea MIC, toate procedurile cantitative utilizeaza mediul Mueller—Hinton
(MH), fie ca placi cu agar (MHA), fie ca bulion (MHB). Uneori, mediul este suplimentat
cu aditivi precum 5% sange de cal lizat sau alte componente, in functie de specia
bacteriana sau clasa de antibiotic. Pentru bacteriile anaerobe, se foloseste agar
Brucella imbogatit cu Hemina (5 pg/mL), Vitamina K (1 pg/mL) si 5% sange de cal lizat
[CLSI, 2018; Nagayama et al., 2008].

Solutiile de lucru ale antibioticelor trebuie preparate sub forma de dilutii seriate duble,

cu intervalul de concentratii selectat in functie de medicamentul specific si tinand cont
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de valorile de referinta MIC stabilite pentru tulpinile de referinta [ISO 20776-1, 2016].
Dilutiile seriate trebuie sa urmeze protocoalele prezentate in ghidurile relevante [ISO
20776-1, 2016] si cele recomandate de EUCAST [2000].

in metoda microdilutiei in bulion, aceste solutii de antibiotice diluate in serie sunt
distribuite in godeurile placilor de microtitrare. Aceste placi pot fi utilizate imediat pentru
testarea MIC sau pot fi depozitate in pungi de plastic sigilate la temperaturi de —60 °C
sau mai scazute, pentru o perioada de pana la trei luni [ISO 20776-1, 2016]. O exceptie
este tigeciclina, pentru care testarea MIC trebuie efectuata in decurs de 12 ore de la
prepararea mediului Mueller-Hinton (MHB), din cauza acumularii de oxigen in timp
care reduce activitatea tigeciclinei [EUCAST, 1998, 2000, 2020; Wiegand et al., 2008].

Pentru metoda dilutiei pe agar, 1 mL din fiecare dilutie de antibiotic se adauga la 19
mL de agar Mueller-Hinton topit (MHA) mentinut la 45-50 °C, apoi se toarna in cutii
Petri de 9 cm [EUCAST, 2000].

Inoculul bacterian

Suspensia bacteriana utilizata pentru testare trebuie pregatita din colonii morfologic
similare, crescute peste noapte pe un mediu neselectiv, fie solid, fie lichid.

Dimensiunile tinta ale inoculului pentru fiecare metoda sunt:

e Microdilutie in bulion: 5 x 1001 UFC/mL [ISO 20776-1, 2016]
e Dilutie pe agar: 1 x 101 UFC per punct [EUCAST, 2000, Andrews, 2001]

Pentru pregatirea acestor suspensii, se prepara mai intai o suspensie standard 0,5
McFarland.

Pentru microdilutia in bulion, suspensia 0,5 McFarland se dilueaza 1:100 pana la
aproximativ 1 x 1000 UFC/mL prin amestecarea a 9,9 mL de bulion cu 0,1 mL din
suspensia 0,5 McFarland. Din aceasta, 50 pL se adauga in godeurile care contin 50
UL din solutia de antibiotic sau, alternativ, 10 pL de inocul se adauga la 100 L de
antibiotic diluat. Cand se utilizeaza placi comerciale cu antibiotice liofilizate, 50 pL din
suspensia 0,5 McFarland se adauga la 10 mL de bulion pentru a obtine inoculul dorit.
Pentru Streptococcus pneumoniae, 100 uL din suspensia 0,5 McFarland se transfera
in 10 mL de bulion pentru a atinge 5 x 100] UFC/mL [EUCAST, 2003].
in metoda dilutiei pe agar, suspensia 0,5 McFarland se dilueaza 1:10 in solutie salina
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sau bulion, iar 1 pL din aceasta dilutie se aplica pe placile cu agar care contin dilutiile
seriate de antibiotic [EUCAST, 2000].

Inocularea trebuie sa aiba loc in cel mult 30 de minute de la preparare, pentru a
mentine viabilitatea celulara. Placile si culturile in bulion sunt incubate la 35 + 1 °C timp
de 18-24 de ore in conditii aerobe. O perioada mai lunga de incubare (24 h) este
recomandata pentru glicopeptide, oxacilina, tulpini de Streptococcus spp. Si
Haemophilus spp. [EUCAST, 2003]. Exceptiile includ Neisseria spp., care necesita o
atmosfera cu 5% CO,, si bacteriile anaerobe, care necesitd conditii anaerobe pentru
pana la 48 de ore [EUCAST, 2020].

Controlul calitatii

Pregatirea corecta a inoculului afecteaza critic fiabilitatea testului MIC. Turbiditatea
suspensiei 0,5 McFarland este verificata prin absorbtie spectrofotometrica la 625 nm,
care trebuie sa fie intre 0,08 si 0,13 [EUCAST, 2020; Wiegand et al., 2008]. in plus,
densitatea inoculului din godeurile placii de microtitrare se verifica prin insamantarea
a 10 pL din godeul de control al cresterii pe medii solide si incubare; cresterea a 20—
80 de colonii confirma densitatea tinta de 5 x 1001 UFC/mL [ISO 20776-1, 2016].

Masurile de control al calitatii includ, de asemenea, verificarea sterilitatii mediului,
viabilitatii tulpinilor si valorilor MIC pentru tulpinile de referinta, conform specificatiilor
ghidurilor EUCAST si CLSI [EUCAST, 2020; CLSI, 2018]. Valorile MIC pentru tulpinile
de referinta trebuie sa se incadreze in intervalele acceptate pentru a valida rezultatele

testului.
Citirea rezultatelor

MIC este definita ca fiind cea mai mica concentratie de antibiotic care inhiba complet
cresterea bacteriana vizibila. in dilutia pe agar, cresterea minima, precum 1-2 colonii

sau o incetosare slaba, este ignorata [Andrews, 2001; EUCAST, 2000].

in microdilutia Tn bulion, se aplica criterii speciale de citire pentru unele antibiotice.
Pentru agenti bacteriostatici (de exemplu, cloramfenicol, tetraciclind, clindamicina)
impotriva bacteriilor Gram-pozitive si pentru tigeciclind sau eravaciclinad impotriva

bacteriilor Gram-negative, cresterea punctuala la fundul godeurilor este ignorata.
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Pentru trimetoprim-sulfametoxazol, MIC se citeste la cea mai mica concentratie care
inhiba 280% din crestere in comparatie cu martorul [EUCAST, 2020].

Colorantul rezazurina poate fi utilizat pentru a facilita citirea; acesta isi schimba
culoarea ca raspuns la activitatea metabolica bacteriana [Elshikh et al., 2016]. Testele

cu modele de crestere inconsistente necesita repetare.
Efectul Eagle

Efectul Eagle descrie o crestere paradoxala a supravietuirii bacteriene la concentratii
bactericide de antibiotic mai mari decéat cele optime, raportat pentru prima data pentru
penicilina de Harry Eagle in 1948 [Jarrad et al., 2018; Prasetyoputri et al., 2019]. Acest
fenomen a fost observat pentru mai multe clase de antibiotice si diverse specii
bacteriene si poate duce la esec terapeutic din cauza supradozajului. Mecanismele nu
sunt complet intelese, dar pot implica productia crescutd de beta-lactamaza,
reducerea expresiei proteinelor de legare a penicilinei sau stres oxidativ [McKay et al.,
2009].

Metoda gradientului

Metoda gradientului utilizeaza benzi impregnate cu antibiotice cu gradient de
concentratie predefinit (testul E) pentru a simplifica determinarea MIC. Desi rapida si
usoara, utilizarea sa pentru testarea susceptibilitatii la colistina si vancomicina a scazut
din cauza rezultatelor nesigure [EUCAST, 2020; CLSI, 2018]. Valorile MIC pentru
colistind sunt adesea subestimate prin testele gradient din cauza difuziei slabe si
interactiunii cu materialul benzii [Karvanen et al., 2017; Satlina, 2019]. Probleme

similare exista si pentru testarea MIC a fosfomicinei.

Agentiile de reglementare au restrictionat metodele gradient pentru anumite
antibiotice, desi cercetarile continua pentru a le imbunatati fiabilitatea, inclusiv prin

suplimentarea mediilor cu calciu [Gwozdzinski et al., 2018; Green et al., 2020].
Interpretarea MIC

Valorile MIC sunt comparate cu pragurile clinice stabilite de organizatii precum
EUCAST si CLSI pentru a clasifica tulpinile ca sensibile, intermediare sau rezistente
[EUCAST, 2020; CLSI, 2018]. Aceste praguri iau in considerare date farmacologice,
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microbiologice si clinice si sunt actualizate periodic [Kahimeter et al., 2014, 2015].
Interpretarea MIC ghideaza deciziile terapeutice clinice si ofera informatii pentru

investigarea mecanismelor de rezistenta.

Spre deosebire de metodele calitative, valoarea MIC permite evaluarea gradului de
susceptibilitate sau rezistenta bacteriana la un antibiotic. Aceasta informatie are o
importanta epidemiologica si clinicda semnificativa, dar necesita interpretare atenta.
Compararea directa a valorilor MIC intre antibiotice diferite pentru a determina care
este cel mai eficient este eronata. O astfel de practica presupune gresit ca antibioticul

cu cea mai mica MIC este intotdeauna cel mai eficient.

EUCAST a imbunatatit evaluarea susceptibilitatii prin introducerea unor criterii noi care
diferentiaza doua niveluri de susceptibilitate. Primul corespunde dozelor standard, iar
al doilea se aplica valorilor MIC mai mari care necesita expunere crescuta la antibiotic.
Magnitudinea MIC influenteaza indicii farmacocinetici/farmacodinamici (PK/PD)
esentiali pentru succesul terapiei. Este important de notat ca tulpinile cu MIC apropiate
de praguri, desi clasificate ca sensibile la doze standard, pot semnala esecuri
terapeutice potentiale si rezistentd emergenta. De exemplu, tulpinile Salmonella
enterica serovar Typhi cu MIC < 0,06 mg/L prezinta o mutatie in gena gyrA asociata
cu dezvoltarea rezistentei la fluorochinolone [Jorgensen et al., 2015; Ezadi et al.,
2019]. in mod similar, MIC-urile de 2 mg/L pentru vancomicin in infectiile cu S. aureus
sunt asociate cu risc crescut de esec terapeutic, desi sunt clasificate ca sensibile [van
Hal et al., 2012].

De ce este important gradul de susceptibilitate? Cu cat o tulpina este mai susceptibila,
cu atat este mai probabil ca MIC-ul ei sa fie sub valoarea limita epidemiologica
(ECOFF), indicand absenta subpopulatiilor rezistente si reducand riscul de esec
terapeutic. O susceptibilitate ridicatd imbunatateste, de asemenea, sansele de a
atinge concentratii terapeutice de antibiotic chiar si la pacientii cu parametri PK
modificati. Cunoasterea gradelor de susceptibilitate in spitale sprijina gestionarea
utilizarii antibioticelor prin identificarea medicamentelor cu valori MIC90 apropiate de
praguri, ceea ce poate justifica restrictionarea utilizarii empirice pentru a minimiza
selectia rezistentei [Doron et al., 2011; Kuti, 2016; Morency-Potvin et al., 2017; Mélstad
et al., 2017].
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Din pacate, multe spitale nu dispun de date cumulative privind distributia valorilor MIC,
deoarece valorile reale (nu estimarile automate) sunt rar masurate de rutina si doar
pentru anumite antibiotice. Cu toate acestea, echipele de supraveghere pot colabora
cu laboratoarele de microbiologie pentru a monitoriza tendintele susceptibilitatii, in
special acolo unde apar frecvent esecuri terapeutice in ciuda rezultatelor favorabile.
Astfel de date ajuta la adaptarea listelor de terapii empirice si a regimurilor de dozare.
De exemplu, Kuti et al. au implementat perfuzii prelungite de meropenem si perfuzii
continue de cefepim intr-o sectie AT| pe baza valorilor ridicate de MIC, imbunatatind
rezultatele tratamentului [Kuti, 2016]. Ei au inclus, de asemenea, linezolid pentru
tulpinile MRSA cu MIC de 1,5-2 mg/L dupa esecul terapiei cu vancomicina in doze
mari, reducand mortalitatea si durata spitalizarii [Kuti, 2016]. Transferarea acestor
abordari fara context epidemiologic local nu este recomandata.

Utilizarea antibioticelor cu MIC scazut poate imbunatati eficienta tratamentului; totusi,
esecul eradicarii poate aparea din cauza heterorezistentei, tolerantei sau persistentei
— fenomene distincte de rezistenta clasica. Heterorezistenta implicad mici subpopulatii
rezistente care cresc sub presiunea antibiotica, in timp ce majoritatea sunt ucise;
aceste subpopulatii sunt adesea nedetectabile in testele standard, dar pot aparea ca
colonii in zonele de inhibitie pe testele gradient. A fost raportata la S. aureus, Klebsiella
spp., E. coli, P. aeruginosa si altele, in special cu antibiotice precum colistina sau
fosfomicina [Band et al., 2019; Tsuji et al., 2019]. Strategiile de dozare adecvate,
inclusiv doze de incarcare si terapii combinate, sunt recomandate pentru a contracara

heterorezistenta.

Toleranta descrie populatiile bacteriene care supravietuiesc la concentratii mari de
antibiotice fara a se multiplica, adesea datoritd mutatiilor genotipice sau starilor
fenotipice. Aceste bacterii prezinta MIC-uri neschimbate, dar o reducere a efectului
bactericid (raport MBC/MIC > 32) [Band et al., 2019; Li et al., 2011]. Persistenta implica
o mica fractiune de celule latente care supravietuiesc tratamentului antibiotic,
complicand eradicarea [Band et al., 2019; Li et al., 2011]. Aceste fenomene afecteaza
terapia, in ciuda susceptibilitatii in vitro aparente.

Valorile MIC sunt cruciale pentru optimizarea terapiei antibiotice tintite atunci cand sunt

analizate impreuna cu parametrii farmacocinetici — volumul de distributie, timpul de

109



%

RN Co-funded by A
'w* o the Eu ropean Union INNO SAFE LIFE

injumatatire, clearance-ul, concentratile maxime si minime si aria de sub curba.
Acestia variaza in functie de factori individuali si in timp. in infectile Gram-negative
rezistente, detectarea mecanismelor de rezistentd (de exemplu, carbapenemaze)
informeaza tratamentul. EUCAST si CLSI sunt de acord ca prezenta mecanismelor de
rezistenta nu exclude utilizarea carbapenemelor daca susceptibilitatea bazata pe MIC
este confirmata. Pentru Enterobacterales producatoare de carbapenemaza,
meropenemul ramane un agent cheie in doze mari si perfuzii prelungite, adesea
combinat cu alte antibiotice, in functie de susceptibilitate si categoria MIC (S sau I).
Pentru tulpinile cu MIC mai mari, se folosesc terapii combinate si agenti noi care
vizeaza enzimele de rezistentd specifice. Tulpinile panrezistente necesita regimuri
multidrog, valorile MIC ghidand alegerea medicamentelor cele mai putin rezistente
[Fritzenwanker et al., 2018; Tsuji et al., 2019; Tumbarello et al., 2012].

Indicele farmacocinetic/farmacodinamic (PK/PD) coreleaza eficacitatea antibiotica cu
MIC. in general, eficacitatea depinde de:

(1) Timpul peste MIC (T > MIC): proportia intervalului de dozare in care nivelurile
medicamentului depasesc MIC. Aproape 100% T > MIC se coreleaza cu tratamentul
reusit, in special la pacientii imunocompromisi si in infectile Gram-negative. Pentru
carbapeneme si bacterii Gram-pozitive, pragurile pot fi mai mici [Sinnollareddy et al.,
2012; Turnidge et al., 1998]. Valorile MIC mai mici faciliteaza atingerea T > MIC cu
doze standard; valorile mai mari pot necesita ajustari de doza sau terapii alternative.
Numai concentratiile libere (nelegate) contribuie la eficacitate. Cresterea nivelurilor
medicamentului mult peste MIC nu ofera beneficii suplimentare pentru antibioticele
dependente de timp [Muller et al., 2018; Tam et al., 2020].

Devine mai usor de inteles relatia dintre MIC si atingerea indicelui PK/PD atunci cand
interactiunea este prezentata grafic si cu formula matematica propusa de Turnidge in
1998 pentru calculul T > MIC [Masich et al., 2018]:

T i { Dose ] [ t1/2 ] { 100]
mc =n|——| X X | —=
o7 emMIe Vd x MIC 0.693 DI

unde: In — logaritm natural, Vd — volum de distributie (L/kg), t1/2 — timp de

injumatatire serica (ore), DI — interval de dozare (ore).
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(2) Cmax/MIC este un parametru caracteristic antibioticelor a caror eficacitate depinde
de concentratia maxima, care este de multe ori mai mare decat MIC (minim 8-10x) si
nu de durata mentinerii peste MIC [Heffernan et al., 2018]. Totusi, ca si in cazul
parametrului anterior, valorile mai mici ale MIC sunt mai susceptibile sa indeplineasca

conditiile de eficacitate pentru aceste antibiotice, reducand riscul de toxicitate.

(83) AUC/MIC caracterizeaza antibioticele dependente de timp si de concentratie
[Abdul-Aziz si Roberts, 2020; Pea et al., 2005; Salem et al., 2014; Tam et al., 2018;
Tsala et al.,, 2018; Xie et al,, 2017]. Ca si in cazurile anterioare, valoarea MIC

influenteaza efectul medicamentului.

Formula pentru calcularea raportului AUC/MIC, tindnd cont de valoarea MIC [Mohr et
al., 2004], este:

AUC Dose t1/2 24
e~ | <[5s8] * 1]
MIC Vd x MIC 0.693 DI
unde: In — logaritm natural, Vd — volum de distributie (L/kg), t1/2 — timp de
injumatatire serica (ore), DI — interval de dozare (ore).

Utilizarea parametrilor PK in predictia eficacitatii clinic

Cand se aplica parametrii farmacocinetici pentru a prezice eficacitatea antibiotica, este
important sa se selecteze valori specifice grupurilor de pacienti (de exemplu, pacienti
ATI, cu pneumonie nosocomiala, copii, femei gravide) sau, ideal, date PK individuale.
Totusi, masurarea individuala PK este dificila [Parthasarathy et al., 2018]. Analizoarele
automate pentru concentratiile serice ale antibioticelor sunt disponibile Tn principal
pentru vancomicina si aminoglicozide [Parthasarathy et al., 2018], astfel incat se
folosesc frecvent parametrii PK populationali. Din pacate, majoritatea datelor
disponibile provin de la voluntari sanatosi, in timp ce pacientii bolnavi prezinta PK

modificate, influentand rezultatele tratamentului.
Provocari in combinarea datelor MIC si PK
Pentru a determina cu acuratete indicii PK/PD, masuratorile MIC ar trebui sa coincida

cu concentratiile serice ale antibioticelor dupa administrare, ceea ce este practic dificil
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din cauza modificarilor rapide ale concentratiilor de medicament, in timp ce MIC este
0 masuratoare statica. Determinarea accelerata a MIC ar imbunatati optimizarea
terapiei, similar testarii rapide a susceptibilitatii direct din hemoculturi pozitive folosind
difuzia pe disc [EUCAST, 2020]. Desi au fost explorate metode directe de MIC folosind
benzi cu gradient [Bianco et al., 2019; Hong et al., 1996; Kontopidou et al., 2011],
acestea nu au primit aprobare EUCAST sau CLSI.

in prezent, valorile MIC90 derivate din date epidemiologice cumulative pot fi utilizate
in timp ce se asteapta rezultatele MIC individuale. Metode statistice precum simularile
Monte Carlo estimeaza probabilitatea de atingere a indicilor PK/PD optimi pe baza
datelor PK populationale si a valorilor MIC. Aceste simulari ajuta la evaluarea
ajustarilor de dozaj pentru o terapie eficienta [EUCAST, 2020]. Actualizari continue ale
acestor modele sunt necesare pentru a reflecta conditiile clinice in evolutie si

regimurile de dozare.
Limitarile testarii MIC
Testele de susceptibilitate antimicrobiana, inclusiv determinarile MIC, evalueaza
interactiunile directe agent patogen—medicament in vitro si nu tin cont de factorii gazdei
precum distributia medicamentului, legarea de proteine, functia organelor, raspunsul
imun, nutritia sau tratamentele concomitente, toate influentand rezultatele clinice

[Doern si Brecher, 2011; Falagas et al., 2012; Mouton et al., 2018; Puttaswamy et al.,

2018]. Astfel, susceptibilitatea de una singura nu garanteaza succesul terapeutic.

MIC-uri mai mari se coreleaza cu un risc crescut de esec terapeutic, chiar si atunci
cand tulpinile sunt incadrate ca sensibile. De exemplu, eficacitatea vancomicinei
impotriva Staphylococcus aureus scade semnificativ la MIC = 1 mg/L [Kullar et al.,
2011; Maclayton et al., 2006; Moise-Broder et al., 2004; Sakoulas et al., 2004].
Interpretarea clinica a MIC necesita integrarea cu parametrii PK, solicitand colaborare

multidisciplinara intre microbiologi, farmacologi si clinicieni.

Determinarile MIC se confrunta cu variabilitate; masuratorile repetate pot diferi pana
la dublu, afectand clasificarea susceptibilitatii si deciziile de dozare [Doern si Brecher,
2011]. in plus, rezultatele MIC reprezinta inoculi standardizati, fara a tine cont de

variabilitatea incarcaturii bacteriene la locurile infectiei, care poate influenta rezistenta
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in vivo si rezultatele tratamentului [Mouton et al., 2018; Puttaswamy et al., 2018].
Virulenta tulpinii, ne reflectata de MIC, influenteaza de asemenea eficacitatea terapiei
[Doern si Brecher, 2011].

Momentul obtinerii si utilizarea practica a datelor MIC

Rezultatele MIC necesita de obicei 3-5 zile, creand un decalaj intre solicitarea testului
si disponibilitate. Intre timp, caracteristicile si susceptibilitatile agentului patogen pot
evolua, complicand deciziile terapeutice [Doern si Brecher, 2011]. Cu toate acestea,
datele cumulative MIC raméan valoroase pentru ghidarea terapiei empirice si pentru
programele de utilizare judicioasa a antibioticelor, cu conditia sa fie derivate din izolate

infectioase, nu din colonizare sau contaminare, pentru a evita concluziile inselatoare.

MIC este in prezent cel mai bun parametru disponibil care reflecta eficacitatea
antibiotica tmpotriva tulpinilor bacteriene. In pofida standardizarii metodelor, valorile
MIC pot varia cu + o dilutie, de obicei fara impact clinic; totusi, valorile apropiate de
praguri necesita o interpretare atenta pentru clasificarea rezistentei si selectia terapiei
optime. Integrarea MIC cu parametri PK individualizati poate imbunatati semnificativ
rezultatele tratamentului. Desi masurarea directa a parametrilor PK/PD este complexa
si adesea inaccesibila, simularile Monte Carlo ofera estimari utile care leaga MIC de
strategiile de dozare. Introducerea de catre EUCAST a doua categorii de
susceptibilitate faciliteaza dozarea adaptata pe baza MIC.

Determinarea in laborator a MIC raméne dificila si consumatoare de timp. Chiar si
valorile MIC precise nu pot prezice intotdeauna succesul clinic din cauza
mecanismelor nedetectabile precum heterorezistenta, toleranta sau persistenta, care

contribuie la esecuri terapeutice in ciuda alegerii optime a antibioticului.

Valorile MIC sunt cruciale pentru optimizarea terapiei antibiotice tintite atunci cand sunt
analizate impreuna cu parametrii farmacocinetici si farmacodinamici. Farmacocinetica
(PK) se refera la modul in care organismul absoarbe, distribuie, metabolizeaza si
eliminad antibioticul, ceea ce influenteaza concentratiile medicamentului la locul
infectiei. Parametrii PK importanti includ volumul de distributie (Vd), timpul de

injumatatire serica (t1/2), clearance-ul, concentratiile maxime si minime si aria de sub
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curba concentratie—timp (AUC). Acesti parametri variaza intre pacienti in functie de
factori precum varsta, greutatea, functia organelor si starea de boala.

Farmacodinamica (PD), pe de alta parte, studiaza modul in care antibioticul afecteaza
bacteriile — mecanismul sau de actiune si relatia dintre concentratia medicamentului
si uciderea bacteriana sau inhibarea cresterii. Combinarea PK si PD (denumita PK/PD)
ajuta la determinarea regimului optim de dozare pentru a maximiza eficacitatea

antibiotica, minimizand in acelasi timp toxicitatea si dezvoltarea rezistentei.

Prin integrarea valorilor MIC cu parametrii PK si PD individuali, clinicienii pot adapta

mai bine terapia antibiotica pentru a obtine cea mai eficienta eradicare bacteriana.
Comparatie intre metodele Kirby-Bauer si MIC (Optional)

Atat metoda de difuzie pe disc Kirby-Bauer, cat si metoda concentratiei minime
inhibitoare (MIC) sunt instrumente esentiale in testarea susceptibilitatii antimicrobiene,

fiecare cu avantaje si limitari.
Avantaje ale Kirby-Bauer:

e Simpla, rentabila si larg accesibila.
e Necesita echipamente specializate si expertiza tehnica minime.
e Potrivita pentru screening rapid al susceptibilitatii bacteriene in laboratoarele

clinice de rutina
Dezavantaje ale Kirby-Bauer:

e Ofera doar rezultate calitative (Sensibil, Intermediar, Rezistent).

e Mai putin precisa pentru antibiotice cu ferestre terapeutice inguste sau unde
optimizarea dozei este critica.

e Rezultatele pot fi influentate de variatii ale adancimii agarului, dimensiunii

inoculului si conditiilor de incubare.
Avantaje ale MIC:

e Ofera masurare cantitativa a activitatii antibiotice, indicand cea mai mica

concentratie care inhiba cresterea bacteriana.
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e Permite ajustari precise ale dozelor, mai ales in infectii complicate sau
rezistente.

e Sprijina integrarea cu date PK/PD pentru terapie optimizata
Dezavantaje ale MIC:

e Mailaborioasa si consumatoare de timp.
e Necesita echipamente specializate si personal instruit.

e (Cost in general mai mare comparativ cu difuzia pe disc.
Cand se foloseste fiecare metoda:

Kirby-Bauer este preferata pentru screening de rutina, la scara larga, al susceptibilitatii,
datorita simplitatii si costului redus. Testarea MIC este recomandaté& atunci cand sunt
necesare date cantitative precise pentru decizii clinice, cum ar fi in infectii severe,

esecuri terapeutice sau infectii cauzate de organisme multirezistente.
Discutie / Exemple practice

Interpretarea testelor de susceptibilitate antimicrobiana trebuie sa ia in considerare
atat metodologia de laborator, cat si contextul clinic. Cateva consideratii practice

includ:

e Un izolat bacterian poate fi incadrat ca sensibil prin Kirby-Bauer, dar sa aiba o
MIC aproape de pragul de rezistenta, necesitand o interpretare clinica atenta.

e Variabilitatea densitatii inoculului, a compozitiei agarului sau a timpului de
incubare poate produce rezultate neregulate in difuzia pe disc. Respectarea
stricta a protocoalelor standardizate este esentiala.

e Mecanisme de rezistentd precum heterorezistenta sau persistenta bacteriana
pot duce la esec terapeutic in ciuda susceptibilitatii in vitro.

e Erori precum contaminarea discurilor, depozitarea improprie sau pregatirea

incorecta a inoculului pot invalida rezultatele testului.

Exemplele din practica arata ca, corelarea datelor de laborator cu rezultatele clinice
imbunatateste succesul terapiei si sprijind programele de utilizare judicioasa a

antibioticelor.

115



AL Co-funded by AR
'w* o the Eu ropean Union INNO SAFE LIFE

Concluzie

Testarea precisa a susceptibilitti antimicrobiene este o piatra de temelie a
managementului eficient al infectiilor si a utilizarii responsabile a antibioticelor.
intelegerea punctelor forte si a limitarilor metodelor Kirby-Bauer si MIC asiguré
selectarea adecvata a testelor si interpretarea rezultatelor. Controlul continuu al
calitatii, standardizarea metodelor si colaborarea interdisciplinara sunt vitale pentru

optimizarea utilizarii antibioticelor si combaterea rezistentei.
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CAPITOLUL 3. EFECTELE TOXICE ALE CONTAMINANTILOR
ASUPRA ORGANISMULUI UMAN S| METODELE VERZI
INOVATOARE PENTRU REDUCEREA ACESTORA

3.1 Introducere

Productia sustenabild de produse naturale, prin selectia atenta a resurselor vegetale
si pastrarea principiilor lor active, ofera cai promitatoare de a atenua efectele toxice
ale contaminantilor de mediu asupra organismului uman, constituind o piatra de

temelie a strategiilor verzi inovatoare pentru reducerea poluarii.

La nivel global, toxicantii de mediu si contaminantii chimici au apéarut ca o provocare
serioasa si in expansiune pentru sanatatea publica. Ei provin dintr-o gama larga de
activitati umane — inclusiv productie industriala, agricultura intensiva, arderea
combustibililor fosili si gestionarea deficitara a deseurilor — si sunt acum prezenti in
aer, sol, apa si chiar in lantul alimentar. Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS 2023)
a raportat ca, in 2016, aproape un sfert din toate decesele si povara bolilor la nivel
mondial au fost legate de factori de mediu care ar putea fi preveniti, precum poluarea

chimica si deseurile periculoase.

Consecintele acestor poluanti pentru sanatatea umana variaza de la efecte pe termen
scurt, precum detresa respiratorie si iritatii ale pielii, pana la afectiuni cronice si care
pun viata in pericol. Se crede ca numai poluarea aerului face peste cinci milioane de
victime anual (Augusta University, 2023). Anumite substante chimice pot actiona ca
agenti cancerigeni, teratogeni sau mutageni, provocand leziuni biologice permanente.
Expunerea are loc prin multiple cai — respirarea aerului contaminat, consumul de
alimente si apa poluate sau contactul cu pielea (Sokan-Adeaga et al., 2023). Odata
absorbite, aceste substante pot afecta organe vitale precum plamanii, inima, ficatul,
rinichii, creierul si organele de reproducere, copiii, varstnicii si femeile insarcinate fiind

cei mai vulnerabili (Balbus et al., 2013).

Problema nu este doar medicala, ci si economica. Intoxicatia cu plumb, singura, este
estimata sa coste economia globala aproximativ 6 trilioane USD anual — aproximativ
6,9% din PIB-ul mondial (OMS 2023). In 2019, se estimeaz c4, copiii sub cinci ani au
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pierdut colectiv 765 de milioane de puncte 1Q din cauza expunerii la plumb (Banca
Mondiala, 2023), cu consecinte durabile pentru dezvoltarea umana si productivitate.
Se asteapta ca schimbarile climatice sa agraveze situatia, modificand tiparele de
eliberare, distributie si vulnerabilitate umana la poluanti (Balbus et al., 2013). Aceste
schimbari ar putea modifica profilele de risc, facdnd esentiala reevaluarea strategiilor

actuale de evaluare si gestionare a pericolelor pentru sanatatea mediului.

Acest capitol examineaza modul in care contaminantii de mediu afecteaza organismul
uman si prezintd abordari verzi inovatoare menite sa reduca impactul lor, sprijinind

viziunea globala de a avansa catre un viitor fara poluare (UNEP, 2023).

3.2 Efecte toxice asupra corpului uman

Poluarea chimica

Utilizarea substantelor chimice a crescut dramatic in unele sectoare, in special in
industrie, agricultura si transporturi. Din 1950, au fost sintetizate peste 140.000 de
substante chimice si pesticide; peste 3.000 dintre acestea sunt utilizate in cantitati
foarte mari (peste 300.000 kg pe an), se scurg in mediu, iar toate fiintele vii sunt expuse
la ele. Expunerea umana are loc prin aerul pe care il respiram, apa pe care o bem sau
cu care ne spalam, hrana pe care o mancam, solul pe care il atingem, ustensilele pe

care le folosim, detergenti, cosmetice etc.

Suntem expusi practic peste tot: acasa, la scoala, la locul de munca, in parcuri, la tara,
la mare si la munte si in timpul célatoriilor. Mai putin de 45% dintre aceste substante
au fost studiate pentru toxicitatea de baza si mai putin de 10% pentru efectele asupra

copiilor.
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Chemical Contaminants & Health: Pathways & Prevention
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Figura 3.1 Poluanti chimici si sanatate: cai de expunere si strategii de prevenire la nivel global

Potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatatii, cele 10 cele mai mari pericole chimice pentru
sanatatea publica sunt: plumbul, azbestul, mercurul, arsenul, benzenul, dioxinele,
pesticidele extrem de toxice, cadmiul, fluorura si substantele fixate in materialul
particulat in general. Substantele chimice pot provoca efecte adverse asupra sanatatii,

adesea din cauza expunerii pe termen lung.

Dioxinele si substantele similare dioxinelor, inclusiv bifenilii policlorurati (PCB), sunt
considerate poluanti organici persistenti (POP), ceea ce inseamna ca persista in
mediu, se acumuleaza in organismele vii si pot fi ddunatoare sanatatii. Ele sunt adesea
gasite in regiuni indepartate ale lumii deoarece sunt transportate de apa, aer si alte
mijloace pe distante mari fatd de sursa lor. Substantele chimice care actioneaza ca
perturbatori endocrini sunt deosebit de periculoase pentru sanatate.

Poluarea cu medicamente

Medicamentele, desi foarte utile si uneori esentiale pentru supravietuire, au devenit un
motiv de ingrijorare la nivel mondial ca ,contaminanti” de mediu emergenti

(contaminanti care pana acum nu au generat ingrijorare, adica s-ar putea vorbi de o
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Jingrijorare emergenta”). Acest lucru se datoreaza faptului ca utilizarea lor din ce in ce
mai raspandita a dus la dispersia lor in mediu, deoarece reziduurile se pot raspandi in

timpul productiei, utilizarii (eliminate in urina, fecale, transpiratie) si eliminarii.

Reziduuri ale diverselor tipuri de medicamente (hormoni, medicamente anticancer,
antidepresive, antibiotice etc.) au fost gasite in apa de suprafata, apa subterana, apa
potabila, sol, aer si in fauna séalbatica la nivel mondial. Cantitatile fiecarui medicament
sunt minime, dar moleculele (adica principiile active continute in diversele
medicamente) prezente sunt numeroase, distributia lor in mediu este globala, iar
animalele si oamenii sunt expusi multor amestecuri ale acestor substante pentru

perioade indelungate.

Toate acestea ridica ingrijorari ca, chiar si la concentratii minime — niveluri de
nanograme (o miliardime de gram) sau micrograme (o milionime de gram) pe litru —
medicamentele si reziduurile lor ar putea reprezenta un risc pentru sdnatatea umana,
mai ales deoarece sunt deja cunoscute efecte adverse semnificative asupra
animalelor. Nu este usor de identificat sursa principala a poluarii.

Majoritatea medicamentelor pe care le consumam sunt eliminate prin urina, fecale sau
transpiratie si, astfel, ajung in apele uzate (apele reziduale). Multe medicamente sunt
aplicate sub forma de creme, lotiuni si plasturi medicamentosi, iar partea care nu este
absorbitd de piele este eliminata in timpul dusurilor sau bailor, ajungand din nou in
apele uzate. O parte dintre medicamentele neutilizate si expirate care umplu dulapiorul
tipic de medicamente din fiecare casa italiana nu sunt eliminate corespunzator.
Spitalele si caminele private de ingrijire pot fi, de asemenea, o sursa de poluare; de
fapt, sunt unitati in care sunt folosite multe medicamente, iar sistemele de epurare a
apelor uzate sunt adesea inadecvate pentru a filtra aceste substante. Companiile

farmaceutice sunt o sursa semnificativa de poluare, desi nu toate in aceeasi masura.

124



Co-funded by A
the European Union INNO SATE LIFE

Ecosystem Harm

> g%) _) TI‘ . lll e
'\_\ ! - ? Ly
k\,\” Health Impact

—> d &

Solutions: Recycle, Regulate, Clean Up

River Pollution

Figura 3.2. Poluarea farmaceutica si obiectivele de dezvoltare durabila

Medicamentele sunt concepute sa fie biologic active (adica sa afecteze celulele
organismului) chiar la concentratii mici, sa dureze mult timp si sunt adesea non-
biodegradabile (adica nu se degradeaza rapid in mediu). Prin urmare, tind sa persiste
in mediu si s& se acumuleze (bioacumuleze) in biota, adica in diversele organisme
animale sau vegetale care traiesc intr-un ecosistem. Cercetari recente au aratat ca
medicamentele se acumuleaza in nevertebratele acvatice, care sunt apoi ingerate de

pesti, care la randul lor pot fi consumati de oameni.

Acest fenomen, cunoscut sub denumirea de ,biomagnificare”, contamineaza lantul
alimentar. Nu este usor de studiat efectele unor cantitati minime de medicamente
asupra organismului uman. Efectele cronice (din cauza expunerii pe termen lung) ar
putea fi datorate unor modificari minore care nu sunt usor de identificat la timp. Cénd,
dupa multi ani, deteriorarea devine evidenta, nu este intotdeauna posibil sa se
determine daca exista o corelatie intre expunerea la medicament si tulburarea de care
sufera o persoana. Efectul cumulativ al unor cantitati chiar minime de produse
farmaceutice in apa potabila este ingrijorator, in special in randul grupurilor
populationale cele mai vulnerabile (copii, femei insarcinate, persoane cu dizabilitati

etc.).
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Cel mai temut aspect, ale carui efecte sunt deja evidente, este expunerea indirecta din
mediu la antibiotice, care poate crea bacterii rezistente la antibiotice si astfel expune
oamenii la riscul de infectii cauzate de bacterii netratabile. in ciuda incertitudinii privind
efectele asupra sanatati umane, existda dovezi considerabile c& produsele
farmaceutice din apa afecteaza viata acvatica si nu numai! Multe studii raporteaza
efecte clare si semnificative din cauza contaminarii cu medicamente a apei si a
mediului, cum ar fi feminizarea pestilor si sterilitatea broastelor cauzate de reziduurile
din pilula contraceptiva. Studiile asupra pestilor din amonte si aval de statile de
epurare a apelor uzate au constatat mai multi pesti femele si intersex in aval. in
Pakistan, diclofenacul (un antiinflamator puternic) a provocat moartea a multe mii de
vulturi care se hranesc cu carcase contaminate cu medicamentul. Diclofenacul, la
concentratiile gasite in apele dulci, provoaca, de asemenea, leziuni la rinichii si
branhiile pastravului. Sulfadiazina, un antimicrobian utilizat in cresterea porcilor,

determina rezistenta la antibiotice in bacteriile din sol.
Poluarea cu plastic

Eliberarea in mediu a particulelor derivate din plastic — microplastice (0,1 pana la
5.000 micrometri (um)) si nanoplastice (0,001 pana la 0,1 um, adica 1 pana la 100

nanometri) — reprezinta o problema globala.

Microplasticele si nanoplasticele sunt raspandite in toate ecosistemele marine si
terestre.

Expunerea umana poate aparea prin ingestia de peste, fructe de mare, stridii, midii,
apa contaminatd, sare sau chiar prin inhalarea aerului contaminat. Ingrijoratoare sunt
concentratiile ridicate de substante periculoase si perturbatoare endocrine care pot fi
ingerate prin microplastice, cum ar fi bisfenolul A (din ambalaje), bifenilii policlorurati

(PCB) si hidrocarburile aromatice policiclice (PAH)
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MICRPLASTICS: The Ubiquious Contaminant Cycle
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Figura 3.3 Poluarea cu micro(nano)plastice si sanatatea umana

Altele

Influenta poluantilor de mediu asupra sanatatii umane este largd si complexa,
constituind focusul central al toxicologiei mediului — o disciplina dedicata intelegerii
modului in care substantele chimice, fie actionand singure, fie in combinatie, pot dauna
organismelor vii in timp (Shetty, 2023). Chiar la concentratii mici, multe substante pot
interactiona in moduri care le amplifica potentialul toxic, facand expunerea pe termen
lung deosebit de periculoasa.

Impacturi toxicologice generale

Poluantii au fost asociati cu un spectru larg de boli, inclusiv cancer, boald cardiaca
ischemica, boala pulmonara obstructiva cronica (BPOC), accident vascular cerebral,
tulburari neurologice si psihice si diabet (Shetty, 2023). Unele contaminante se
acumuleaza selectiv in anumite organe, atingand concentratii interne care depasesc
pe cele din mediul inconjurator. Acest proces de bioacumulare poate, de-a lungul
anilor, sa provoace leziuni semnificative si uneori ireversibile ale organelor (Alharbi,
2018).
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Exemple notabile de substante nocive includ:

e DDT — un pesticid utilizat istoric impotriva daunatorilor agricoli si inca aplicat in
unele regiuni din Africa, Asia si America Latina.

e Furani — compusi care apar din gatirea la temperaturi inalte, anumite procese
chimice si unele produse de consum precum materialele de ambalare.

e Dioxine — subproduse toxice ale proceselor industriale sau ale evenimentelor
naturale precum incendiile de padure si eruptiile vulcanice.

e Compusi organici volatili (COV) — substante chimice care se evapora usor,
gasite in vopsele, solventi, carburanti, materiale de constructie si agenti de
curatare.

e Aldehide — de exemplu, formaldehida, utilizata in produse din lemn presat,
textile si cosmetice.

e Metale grele volatile — precum vaporii de mercur proveniti din activitati
industriale, arderea carbunelui sau descompunerea deseurilor.

e Hidrocarburi clorurate — prezente in unii solventi si produse de curatare.

e Medicamente.

in anumite cazuri, substantele sunt inofensive in forma lor initiala, dar devin toxice
dupa conversia metabolica in interiorul organismului. Metabolitii rezultati pot fi chiar

mai daunatori, avand uneori proprietati carcinogene.
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Figura 3.4 Efectele adverse ale poluarii aerului asupra sanatatii umane

Impacturi asupra sistemelor de organe specific
Sistemul respirator

Poluantii aeropurtati — precum monoxidul de carbon, ozonul (O3), dioxidul de azot
(NO,), dioxidul de sulf (SO,), materialul particulat si metalele grele — pot duce atat la
boli respiratorii acute, céat si cronice, inclusiv bronsita, pneumonie, BPOC si astm
(Shetty, 2023). Expunerea prelungita poate provoca leziuni structurale permanente ale
plamanilor, poate impiedica cresterea pulmonara la copii si poate creste riscul de

cancer pulmonar (Schraufnagel, 2019).

Mediul inconjurator este o sursa de expuneri potential ddunatoare pentru sanatatea
umana. Se estimeaza ca aproximativ 7% din povara anuala a bolilor in Europa este
asociatd cu factori de risc de mediu. In special, numeroase studii au evidentiat rolul
nociv al poluarii aerului, documentand un spectru larg de efecte asupra sanatatii. Cu

aproximativ 7 milioane de decese premature estimate, poluarea aerului este
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considerata principala cauza de mediu a bolilor si a deceselor la nivel mondial.
Termenul ,poluarea aerului” se refera la un amestec de gaze si particule continute in
aerul pe care il respiram. Poluarea aerului este generata atat de activitati umane
(emisii ale vehiculelor, procese industriale, incalzirea cladirilor), cat si de evenimente
naturale (incendii de padure, eruptii vulcanice, furtuni de praf). Poluantii atmosferici pot
fi transportati pe mii de kilometri, afectand calitatea aerului chiar si in locuri indepartate
de sursa lor. Totusi, nivelurile de poluare sunt, in general, mai ridicate in zonele
apropiate sursei de emisii. Se estimeaza ca astazi peste 90% dintre persoanele care
traiesc in zone urbane sunt expuse la niveluri de poluanti atmosferici mai mari decét
cele indicate de Ghidurile Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS).

Poluantii atmosferici pot fi clasificati ca primari sau secundari, in functie de modul in
care se formeaza. Poluantii primari sunt emisi direct de procese induse de om, cum ar
fi monoxidul de carbon emis din evacuarea unui vehicul sau dioxidul de sulf emis de
fabrici. Poluantii secundari se formeaza atunci cand poluantii primari reactioneaza in
atmosfera. Un poluant secundar foarte important este ozonul, care ia nastere din

reactii chimice intre poluantii primari si lumina solara.

/ < OUTDOOR AIR POLLUTION >\

< INDOOR AIR POLLUTION >

Figura 3.5 Expunerea la poluarea aerului—factorul de risc (in)vizibil pentru bolile respiratorii
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Pe langa poluarea exterioara, poluarea interioara reprezinta de asemenea un risc
semnificativ pentru sanatate. Calitatea aerului interior este afectata atat de surse
externe, cét si interne de poluare. Sursele externe deriva din poluantii exteriori care
patrund de obicei prin ferestre deschise, in timp ce sursele interne pot proveni din
procese de combustie sau pot include materiale de constructie, mobilier si produse de
curatenie casnica utilizate frecvent. Mediul interior contribuie, prin urmare, in mod
semnificativ la expunerea la poluanti, dintre care multi au concentratii mai mari in

interior decéat Tn exterior.
Sistemul cardiovascular

Mai multe studii au aratat ca poluarea aerului nu afecteaza doar plamanii, ci poate de
asemenea dauna inimii. Acum, un nou studiu international merge cu un pas mai
departe, aratand cum nu doar poluarea aerului, ci si poluarea solului si a apei sunt
strans legate de bolile cardiovasculare (Minzel, 2025). Particulele fine in suspensie
(PM..5) si poluanti similari pot constrange vasele de sénge, slabi muschiul cardiac si
promova procese inflamatorii care contribuie la ateroscleroza, hipertensiune si infarct
miocardic (Dai, 2024). La nivel global, se estimeaza ca poluarea aerului este
responsabila pentru 19% dintre decesele cardiovasculare si 21% dintre decesele prin

accident vascular cerebral (Schraufnagel, 2019).

Poluarea cu metale grele, pesticide si micro- si nanoplastice poate dauna sistemului
cardiovascular, provocand stres oxidativ, inflamatie si perturband ritmurile circadiene.
Expunerea la substante chimice toxice, precum metale grele, solventi, dioxine si
pesticide, poate aparea la locul de munca, prin produse casnice comune sau prin
contaminare ambientald, contribuind la disfunctia vaselor de sange si la dezvoltarea
bolilor cardiovasculare. Contaminarea solului este o amenintare mult mai putin vizibila
pentru sanatatea umana decét aerul murdar, dar dovezile in crestere demonstreaza
ca poluantii din sol si apa pot afecta sanatatea cardiovasculara. Acest lucru se produce
prin cateva mecanisme centrale care au fost identificate ca factori cheie in procesul

aterosclerotic, cum ar fi inflamatia sistemului vascular, cresterea stresului oxidativ.
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Figura 3.6 Impactul poluarii mediului asupra bolilor cardiovasculare

Sistemul nervos

Sistemul nervos este vulnerabil la poluare si la expunerea din mediu la substante
nocive, cunoscute sub denumirea de neurotoxine. Efectele acestor molecule pot afecta
functionarea si integritatea tesutului nervos pana in punctul de a contribui la
dezvoltarea anumitor tulburari ale sistemului nervos.

Se estimeaza ca aproximativ 30% din toate substantele chimice sintetice au proprietati
neurotoxice si, din pacate, majoritatea substantelor utilizate sau eliberate in mediu nu

au dovezi solide privind siguranta lor.

Neurotoxinele din mediu sunt numeroase, incluzand, de exemplu, pesticide piretroide

si organoclorurate, precum si nanoplastice.

Poluantii din aer sunt asociati cu performante cognitive reduse la copii si riscuri
crescute de dementa si accident vascular cerebral la adulti in varsta (Dai, 2024). Se
considera ca aceste efecte rezulta din stres oxidativ si inflamatie in tesutul neural, care

pot accelera procesele neurodegenerative.
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Expunerea si acumularea ulterioard excesiva de metale in organism pot provoca
repercusiuni toxicologice. In special, evenimentele acute accidentale sau, mai
frecvent, expunerea ambientala sau profesionala pot afecta negativ sistemul nervos.
Metalele cel mai frecvent implicate sunt mercurul, plumbul, arsenul, cadmiul si
manganul.

Principalele surse de expunere includ apa sau alimentele contaminate, expunerea
profesionala (de exemplu, otelarii), amalgamul dentar, fumatul, aliajele metalice,
pigmentii, bateriile, insecticidele si vopselele de par.

Mai multe studii evidentiazd o posibila asociere a organofosfatilor cu anumite boli
neurodegenerative. Aceste substante pot interfera cu functia neuronald si actiunea
neurotransmitatorilor, precum si pot promova stresul oxidativ si neuroinflamatia, care
este inflamatia sistemului nervos. in plus, unele cercetari sugereaza ca expunerea la
organofosfati poate creste riscul de raspunsuri autoimune la unele persoane, afectand

potential structura si functia transmiterii nervoase.
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AIR POLLUTION & NEURODENGEIRATION:
The Microglia Link
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Figura 3.7 Poluarea aerului creste neuroinflamatia, in special activarea microgliala, care poate fi un
mecanism cheie implicat in boala Alzheimer (AD) si boala Parkinson (PD) induse de poluarea aerului

Sistemul endocrin

Un grup specific de contaminanti cunoscuti sub denumirea de substante chimice
perturbatoare endocrine (EDC-uri) poate interfera cu productia de hormoni,
metabolismul si legarea de receptori (Kumar, 2020). Expunerea a fost asociata cu
probleme reproductive si de dezvoltare, modificari ale sistemului imunitar si un risc

crescut de cancere sensibile la hormoni.
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Perturbatorii endocrini (ED-uri) includ o gama larga de substante chimice care pot
altera echilibrul hormonal al organismelor vii, inclusiv al oamenilor. ED-urile
interfereaza cu semnalele biochimice normale eliberate de glandele endocrine ale
organismului nostru, care regleaza functii extrem de delicate: sistemul imunitar, functia
anumitor glande endocrine (de exemplu, tiroida), metabolismul, functiile reproductive

si functiile neuropsihiatrice.

Patologiile induse de expunerea frecventa la doze minime de ED-uri includ: tulburari
tiroidiene si de neurodezvoltare (tulburari cognitive, comportamentale si relationale),
cresterea ratei de avort spontan, fertilitate redusa, anomalii genitale si reproductive,
endometrioza, obezitate si diabet de tip 2, tumori si boli mediate imun. ED-urile
actioneaza insidios, chiar si la doze minime, in special in etape cruciale ale dezvoltarii,
precum viata intrauterind sau copilaria timpurie. Expunerea la ED-uri poate, de
asemenea, provoca alterari ale gametelor (spermatozoizi si ovule), rezultand riscuri
pentru sanatate care ar putea fi transmise de-a lungul generatiilor. Substantele chimice
perturbatoare endocrine includ dioxinele, PCB-urile (bifenili policlorurati) si diverse
pesticide, precum si substante gasite in mediul nostru cotidian si in produsele de

consum, cum ar fi retardantii de flacara, ftalatii si bisfenolul A.
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LACCASE-METIATED BIOTRASORMATION OF EDCS
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Figura 3.8 Substante chimice cu efect de perturbare endocrina (EDC) Tn matrici de mediu

Boli si tulburari cronice

Boli respiratorii: Expunerea pe termen lung la poluare este un factor de risc major
pentru BPOC si astm si este legata de cresterea mortalitatii din aceste afectiuni.

Tulburari metabolice: Poluantii pot induce stres oxidativ si inflamatie, ducand la
rezistenta la insulina si la o probabilitate mai mare de diabet de tip 2 (Dai, 2024).

Tulburari neurologice: Expunerea continua este conectatd cu boala Alzheimer,
dementa si alte afectiuni degenerative ale creierului prin mecanisme inflamatorii si
oxidative.
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Cancer: Materialul particulat fin (PM,.5) este recunoscut ca un carcinogen, contribuind
la cancere pulmonare, ale vezicii urinare si la anumite cancere pediatrice
(Schraufnagel, 2019). Perturbarea endocrina: EDC-urile pot altera momentul
pubertatii, pot afecta fertilitatea, pot reduce calitatea spermei si pot creste riscurile de
malignitati sensibile la hormoni (Kumar, 2020).

in rezumat, contaminantii de mediu afecteazd sanatatea umana prin multiple cai,
vizdnd adesea mai mult de un sistem de organe in acelasi timp. Interactiunea dintre
diversi poluanti poate intensifica efectele lor nocive, subliniind nevoia urgenta de

politici integrate de sanatate a mediului si de strategii de control al poluarii.

3.3 Caile de expunere

intelegerea modului in care contaminantii de mediu patrund in organismul uman este
esentiala pentru evaluarea corecta si atenuarea riscurilor pentru sanatate asociate.
Aceasta sectiune descrie mecanismele principale prin care toxicantii de mediu sunt

eliberati, transportati si ajung in cele din urma la populatiile umane.
Eliberarea si transportul in mediu

Contaminantii pot fi introdusi in mediu prin procese industriale, activitati agricole,
eliminarea deseurilor si alte actiuni antropice. Odata eliberati, ei se pot deplasa prin

diferite compartimente de mediu:

* Aer - Poluantii pot fi emisi direct in atmosfera sau pot volatiliza din sol si apa.
Curentele de aer pot transporta aceste substante pe distante lungi (United States
Environmental Protection Agency, 2024a).

* Apa - Contaminantii pot intra in rauri, lacuri si oceane prin deversare directa, scurgere
de la suprafata sau infiltrare in apele subterane. Corpurile de apa nu functioneaza doar
ca sisteme de transport, ci servesc si ca puncte de expunere umana (United States
Environmental Protection Agency, 2024b).
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» Sol si sedimente - Poluantii se pot depune si acumula in soluri prin depunere
atmosferica sau irigare cu apa contaminata. Solul poate actiona ca un rezervor pe

termen lung, eliberand ulterior contaminanti inapoi in aer sau apa (Alharbi et al., 2018).
Cai de expunere umana
Oamenii pot fi expusi la toxicanti de mediu prin trei cai principale:

* Inhalare - Inspirarea aerului contaminat care contine gaze, vapori, aerosoli sau
material particulat. Aerul interior poate fi, de asemenea, afectat atunci cand poluantii
exteriori patrund in cladiri (United States Environmental Protection Agency, 2024c).

« Ingestie - inghitirea contaminantilor prezenti in alimente, apa potabila sau particule
de sol si praf. Aceasta include ingestia accidentala de sol la copii si transferul mana—
gura al reziduurilor (United States Environmental Protection Agency, 2024b; New

Hampshire Department of Environmental Services, 2024).

» Contact dermic - Contact direct al pielii cu sol, apa sau produse de consum
contaminate cu substante chimice periculoase. Expunerea profesionala este un
contributor frecvent la absorbtia dermica (New Hampshire Department of
Environmental Services, 2024).

Factori care influenteaza expunerea
Marimea si severitatea expunerii depind de mai multi factori:

» Durata - Expunerea pe termen scurt (acuta) vs. pe termen lung (cronica) afecteaza

diferit rezultatele asupra sanatatii.
* Intensitatea - Concentratii mai mari de contaminanti cresc riscul potential.
* Frecventa - Expunerea repetata poate compune efectele asupra sanatatii.

 Susceptibilitatea individuala - Anumite grupuri, inclusiv femeile insarcinate, copiii,
varstnicii si persoanele imunocompromise, sunt mai vulnerabile (New Hampshire

Department of Environmental Services, 2024).
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Bioacumulare si biomagnificare

Poluantii organici persistenti si metalele grele se pot acumula in timp in tesuturile
organismului prin bioacumulare. Cand acesti contaminanti trec de-a lungul lantului trofic,
ei se pot concentra mai mult la niveluri trofice superioare — un proces cunoscut sub

numele de biomagnificare (United States Environmental Protection Agency, 2024b).
Evaluarea expunerii

Evaluarea expunerii umane implica:

* |[dentificarea surselor de contaminare

» Urmarirea transportului si soartei in mediu

* Determinarea punctelor si cailor de expunere

* Definirea populatiilor la risc

Aceste evaluari permit clasificarea cailor de expunere ca finalizate, potentiale sau
eliminate, oferind baza pentru strategii eficiente de management al riscului (Agency for

Toxic Substances and Disease Registry, 2024.

3.4 Evaluarea contaminantilor

Schimbarile climatice, poluarea mediului, pierderea biodiversitatii si utilizarea
nesustenabila a resurselor naturale, impreuna, prezinta riscuri semnificative pentru
sanatatea oamenilor, a animalelor si a ecosistemelor. Aceste amenintéri includ boli
transmisibile si netransmisibile, rezistentd antimicrobiana si penurie de apa.
Asigurarea unei planete sanatoase pentru toti necesita monitorizare, raportare,
prevenire si remediere mai eficiente ale poluarii care afecteaza aerul, apa, solul si
marfurile (European Commission, 2021). Dimensiunea problemei poluarii poate fi
redusa considerabil prin actiune guvernamentala puternica, infrastructura avansata si
aplicarea tehnologiilor moderne. Totusi, atingerea obiectivului unui mediu curat este
impiedicatd de mai multe provocari, inclusiv implicarea insuficientd a publicului in
initiativele de control al poluérii si inadecvarile din sistemele de management ecologic.
Abordarea eficienta a poluarii necesita utilizarea celor mai noi solutii tehnologice si
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cercetari directionate pentru a intelege mai bine mecanismele prin care contaminantii
se acumuleaza in mediu. Contaminarea alimentelor ramane o preocupare critica,
deoarece concentratiile chimice ridicate in produsele comestibile reprezinta pericole
serioase pentru sanatate. Contaminantii din alimente pot fi prezenti in mod natural in
mediu sau introdusi prin activitati umane. in plus, contaminarea poate aparea in mai
multe puncte de-a lungul lantului alimentar — in timpul productiei, procesarii, ambalarii,

transportului si depozitarii (Rather et al., 2017).

Provocarile privind siguranta alimentelor pot fi grupate in patru categorii cheie:
» Siguranta microbiologica

» Siguranta chimica

* Igiena personala

* Igiena a mediului

Odata cu globalizarea comertului cu alimente, alimentele au devenit o cale majora de
expunere a oamenilor la microorganisme patogene responsabile de bolile de origine
alimentara, putand intra in diverse etape ale lantului valoric. Urmarirea si detectarea
acestor agenti patogeni — in special bacterile — pana la sursele lor raméane o
provocare pentru producatori, procesatori, distribuitori si consumatori deopotriva.
Siguranta alimentara si nutritia sunt strans interconectate. Alimentele nesigure pot
declansa un cerc vicios al bolii si malnutritiei, afectand disproportionat sugarii, copiii
mici, varstnicii si persoanele cu sanatate compromisa. Deoarece lanturile de
aprovizionare cu alimente traverseaza acum multiple frontiere nationale si regionale,
asigurarea sigurantei alimentelor in secolul XXI va necesita o colaborare stransa intre
guverne, producatori, furnizori, distribuitori si consumatori (Fung et al., 2018). In ultimii
ani, au fost dezvoltate diverse metode analitice pentru detectarea contaminantilor in
diferite matrici. Deoarece contaminantii sunt adesea prezenti la concentratii extrem de
mici, este necesara o limitd de detectie foarte scazuta, iar pregatirea probei devine
esentiala pentru a reduce efectele de matrice in analiza alimentelor. Pregatirea probei
poate implica pasi multipli— cum ar fi filtrarea, ajustarea pH-ului, extractia, purificarea
si imbogatirea — pentru a asigura detectarea analitilor la niveluri de concentratie

adecvat.
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Figura 3.9 Tehnici pentru detectarea si cuantificarea contaminantilor emergenti
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Figura 3.10 Flux de lucru general pentru analiza contaminantilor

Este disponibila acum o gama larga de tehnici de pregatire a probelor, incluzand
extractie cu fluid supercritic, extractie in faza solida, microextractie in faza solida,
extractie asistata de microunde, extractie lichid-lichid, microextractie in faza lichida,
extractie cu lichid presurizat si extractie sorptiva cu bara de agitare (Guo et al., 2019).

3.5 Metode verzi inovatoare pentru reducerea efectelor toxice ale
contaminantilor

Chimia verde, cunoscuta si ca chimie sustenabila, este o abordare moderna in stiintele
chimice care a evoluat semnificativ incepand cu anii 1990. Ea este definita ca
,utilizarea tehnicilor si metodologiilor chimice care reduc sau elimina utilizarea sau
generarea de materii prime, produse, subproduse, solventi si reactivi care sunt

periculosi pentru sadnatatea umana sau pentru mediu” (United States Environmental
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Protection Agency). In esenta, aceasta filozofie se bazeazd pe sustenabilitate,

sintetizata in douasprezece principii fundamentale:

* Prevenire — Evitarea generarii de deseuri, mai degraba decat tratarea sau eliminarea

lor dupa creare.

» Economia atomilor — Proiectarea metodelor de sinteza astfel incat sa incorporeze cat

mai mult din materiile prime in produsul final.

+ Sinteze mai putin periculoase — Utilizarea proceselor care folosesc si genereaza

substante cu toxicitate minima.

» Conceparea unor substante chimice mai sigure — Pastrarea functionalitatii chimice,

minimizand totodata toxicitatea.

« Solventi si auxiliari mai siguri — Evitarea substantelor auxiliare (de ex., solventi) acolo

unde este posibil sau transformarea lor in nepericuloase cand sunt necesare.

 Eficienta energetica — Minimarea cerintelor de energie; efectuarea reactiilor la

temperatura si presiune ambientala cand este fezabil.

» Materii prime regenerabile — Utilizarea materiilor prime regenerabile, mai degraba

decét a celor epuizabile, atunci cand este tehnic si economic viabil.

* Reducerea derivatilor — Evitarea pasilor inutili de derivatizare care necesita reactivi

suplimentari si genereaza deseuri.

+ Cataliza — Utilizarea reactivilor catalitici, care sunt mai eficienti decéat cei

stoechiometrici.

* Proiectare pentru degradare — Asigurarea faptului ca produsele se descompun in

substante inofensive la sfarsitul ciclului lor de viata.

 Analiza in timp real — Dezvoltarea tehnicilor de monitorizare pentru a detecta si

preveni substantele periculoase in timpul procesarii.

» Chimie inerent mai sigura — Selectarea substantelor si a formelor de proces care

reduc riscul de accidente precum explozii sau emisii.
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Alternative sustenabile la indepartarea conventionala a poluantilor

Prezenta in crestere a poluantilor — incluzand metale grele, compusi organici, produse
farmaceutice si contaminanti emergenti — reprezinta riscuri semnificative pentru
mediu si sanatatea publica. Metodele traditionale de indepartare, precum precipitarea
chimica, schimbul ionic si filtrarea pe membrana, se confruntd adesea cu limitari,

incluzand costuri ridicate, cerinte mari de energie si generarea de poluanti secundari.

1. ADSORBENT PROPERTIES 3. SOLUTION PARAMETERS

i * pH Level
» Surface Chemistry p
* Physical Properties * Temperature

+ Pore Size & Distribution * Competing lons
« Surface Area & Molecules

2. MECHANISMS OF
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\

1.1. PROPERTY ENHANCEMENT
BY MODIFICATION
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« Chemical Treatment (Coating, Composites)

Biochar/Clay Engineered
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Figura 3.11 Factori care influenteaza capacitatea de adsorbtie a adsorbantilor cu cost redus

Cercetari recente evidentiaza potentialul adsorbantilor neconventionali ca alternative
mai sustenabile. Materiale precum nanoceluloza, nanocompozitele pe baza de
chitosan si cadrele metal-organice (MOF-uri) au demonstrat performante superioare
in ceea ce priveste capacitatea de adsorbtie, selectivitatea si reutilizabilitatea,
facandu-le atractive pentru aplicatii de mediu (Akhtar et al., 2024).
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Figura 3.12 Structura chimica a celulozei si legaturile sale de hydrogen
Solutii de chimie verde
1. Solventi si conditii de reactie mai sigure

Inlocuirea solventilor periculosi cu alternative mai sigure este o inovatie majora in
chimia verde. De exemplu, vopselele pe baza de apa au inlocuit acoperirile pe baza
de solventi, eliminand vaporii toxici si reducand poluarea aerului fara a compromite
performanta. Rularea reactiilor chimice la temperatura si presiune ambientale reduce

suplimentar consumul de energie si minimizeaza pericolele.

Vopselele pe baza de apa au inlocuit in mare masura acoperirile pe baza de solventi
in multe aplicatii din cauza preocuparilor de mediu si sanatate. Reglementarile
guvernamentale axate pe reducerea compusilor organici volatili (COV) au impulsionat
aceasta schimbare, deoarece vopselele pe baza de apa emit semnificativ mai putini
COV. Desi vopselele pe baza de solventi au fost candva standardul, alternativele pe
baza de apa sunt acum preferate pentru toxicitatea lor mai scazuta, timpii mai rapizi

de uscare si impactul redus asupra mediului.
2. Materii prime regenerabile

Chimia verde prioritizeaza materiile prime derivate din resurse regenerabile, precum
produsele secundare agricole, in locul combustibililor fosili sau materialelor extrase.
Aceasta reduce impactul asupra mediului, conserva resursele neregenerabile si

adesea duce la produse mai biodegradabile. O materie prima sau un material de baza
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ar trebui sa fie regenerabil(a) mai degraba decat epuizabil(a) ori de cate ori este practic
din punct de vedere tehnic si economic. Natura produce aproximativ 170 de miliarde
de tone de biomasa vegetala anual; dintre care utilizam in prezent aproximativ 3,5%
pentru nevoile umane. Se estimeaza ca aproximativ 40 de miliarde de tone de
biomasa, sau aproximativ 25% din productia anuala, ar fi necesare pentru a genera pe
deplin 0 economie bazata pe biomasa. Provocarea tehnica in utilizarea unor astfel de
materii prime regenerabile este de a dezvolta cai cu consum redus de energie,
netoxice, pentru a converti biomasa in substante chimice utile intr-un mod care sa nu

genereze mai mult carbon decét este eliminat din ,aerul subtire”.
3. Cataliza si economia atomilor

Catalizatorii permit ca reactiile sa aiba loc eficient cu deseuri minime, inlocuind adesea
reactantii stoechiometrici care sunt utilizati in exces. In acelasi timp, proiectarea
reactiilor pentru o economie a atomilor ridicata asigura ca majoritatea materialelor de
intrare sunt incorporate in produsul final. Un obiectiv principal al chimiei verzi este
minimizarea sau, de preferinta, eliminarea deseurilor in fabricarea substantelor
chimice si a produselor conexe. Acest lucru necesitd o schimbare de paradigma in
conceptul de eficienta in sinteza organica, de la unul axat pe randamentul chimic la
unul care atribuie valoare minimizarii deseurilor. Care este cauza deseurilor? Cheia
sta in conceptul de economie a atomilor: ,metodele sintetice ar trebui proiectate pentru

a maximiza incorporarea tuturor materialelor utilizate in proces in produsul final”.
4. Proiectarea pentru degradare

Produsele sunt din ce in ce mai mult proiectate sa& se degradeze in substante
inofensive dupa utilizare, reducénd persistenta in mediu si scazand costurile de
gestionare a deseurilor periculoase. Practicienii chimiei verzi aspird sa optimizeze
functia comercialad a unei substante chimice, minimizand in acelasi timp pericolul si
riscul acesteia. Compromisurile, sau abordarile alternative, trebuie evaluate atunci
cand trasaturile moleculare ce trebuie proiectate pentru functia comerciala se

suprapun cu cele ce trebuie eliminate pentru a reduce pericolul si riscul.
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Remedierea biologica a metalelor grele

Industrializarea rapida a intensificat contaminarea cu metale grele a solurilor la nivel
mondial, prezentdnd amenintari ecologice si de sanatate serioase. Indepartarea Si
neutralizarea acestor contaminanti reprezinta acum o prioritate globala. Bioremedierea
— utilizarea microorganismelor precum bacterii, microalge, drojdii si ciuperci — castiga
atentie ca alternativa ecologica si rentabila, in special eficienta la concentratii mici de

metale (Magsood et al., 2022).

Adesea, sunt utilizate metode integrate care combind procese fizico-chimice si
biologice pentru a obtine rezultate optime pe intreg ciclul de tratare a metalelor grele.
Aceste abordari restaureaza mediile contaminate in sisteme mai sanatoase, care

sustin viata, minimizand in acelasi timp efectele secundare asupra mediului.
Toxicologie verde

O disciplina emergenta numita Toxicologie verde ofera un cadru pentru integrarea
principiilor toxicologiei in demersul de proiectare a unor substante chimice mai sigure,
minimizand astfel potentiala toxicitate cat mai devreme posibil in productie. Toxicologia
verde imbina principiile chimiei verzi cu toxicologia pentru a asigura siguranta chimica
inca din cele mai timpurii etape ale proiectarii produsului (Maertens et al., 2024). Ea
utilizeaza strategii moderne de testare fara animale, incluzdnd modele computationale
in silico, predictii bazate pe inteligenta artificiala si teste pe celule umane, permitand
evaluari ale pericolelor mai rapide si mai rentabile comparativ cu testarea traditionala

pe animale
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Figura 3.13 Toxicologie verde: conectarea chimiei verzi si toxicologiei moderne
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Figura 3.14 Principiile toxicologiei verzi si ale chimiei verzi si modul in care se integreaza in procesul

de productie chimica

Elementele cheie ale toxicologiei verzi includ:

* Aplicarea metodelor de testare alternative, validate.

* Integrarea considerentelor de siguranta inca din faza timpurie a proiectarii chimice.
« Evaluarea impacturilor pe intreg ciclul de viata de-a lungul lanturilor de aprovizionare.
* Prioritizarea prevenirii in detrimentul remedierii.

+ Beneficiile chimiei verzi si ale toxicologiei

» Sanatatea umana

« Aer si apa mai curate prin reducerea emisiilor periculoase.

- Imbunétatirea sigurantei la locul de munca in industriile chimice.

149



Co-funded by A
the European Union INNO SATE LIFE

* Produse de consum si alimente mai sigure.
» Mediul

* Reducerea emisiilor de gaze cu efect de sera, a formarii smogului si a epuizarii

ozonului.

» Minimizarea perturbarilor ecologice cauzate de poluarea chimica.

* Necesitate mai mica de eliminare a deseurilor periculoase.

» Economic

* Randamente de reactie mai mari si costuri mai mici ale materiilor prime.
* Reducerea cheltuielilor cu eliminarea deseurilor.

+ Cresterea eficientei instalatiilor si economii de energie.

» Avantaj competitiv prin etichetarea produselor ecologice.

Provocari si directii viitoare

Desi chimia verde si toxicologia ofera beneficii clare, adoptarea se confrunta cu bariere
precum validarea noilor metode, acceptarea de catre autoritatile de reglementare si

rezistenta institutionala la schimbare. Prioritatile viitoare ar trebui sa includa:
« Extinderea portofoliului de metode alternative validate de testare.

* Integrarea conceptelor de chimie verde in educatie si practica industriala.
» Crearea de stimulente de politica pentru inovatie sustenabila.

+ Consolidarea colaborarii dintre chimisti, toxicologi si oamenii de stiinta din domeniul

mediului.

Metodele verzi inovatoare reprezinta o cale transformatoare pentru reducerea
efectelor toxice ale contaminantilor atat asupra sanatatii umane, cat si asupra mediului.
Prin integrarea principiilor chimiei verzi, adoptarea strategiilor de remediere biologica
si aplicarea cadrelor de toxicologie verde, putem proiecta si implementa procese
chimice mai sigure si mai sustenabile. Aceasta abordare sustine o viziune pe termen

lung a unei planete mai curate, mai sanatoase si mai reziliente.
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CAPITOLUL 4. ROLUL ALIMENTATIEI SANATOASE SI UTILIZAREA
APROBATA A SUPLIMENTELOR ALIMENTARE SIGURE:
ABORDARI INOVATOARE S| EVALUAREA CONSTIENTIZARII

4.1 Introducere

Nutritia este o piatra de temelie a sanatatii umane, modeland cresterea, competenta
imuna, performanta cognitiva si riscul pe tot parcursul vietii pentru bolile infectioase si
necomunicabile. Totusi, lumea se confruntd acum cu o ,dubla povara” a malnutritiei:
subnutritia persistd in timp ce supraponderalitatea si obezitatea au crescut
accentuat—tipare documentate in Global Nutrition Report 2020 (Global Nutrition
Report, 2020). imbunétét,irea calitatii dietei prin alimente integrale (legume, fructe,
cereale integrale, leguminoase, nuci, seminte si uleiuri sanatoase) ramane cea mai
eficienta strategie la nivel populational, asa cum este reflectat in principalele cadre de
ghiduri dietetice (U.S. Department of Health and Human Services and U.S.

Department of Agriculture, 2020).

Nutrition = Integration —» Health

Food-first Integrate Outcomes

Figura 4.1 Reprezentare schematica a integrarii nutritiei in sanatatea umana
Calitatea dietei si prevenirea bolilor

Cohortele prospective robuste si studiile randomizate leaga tiparele alimentare
orientate catre plante, bogate in fibre, de un risc cardiometabolic mai scazut. O analiza
sistematica si meta-analiza cuprinzatoare din Lancet a constatat ca aporturile mai mari
de fibre alimentare au fost asociate cu reduceri relative de 15-30% ale mortalitatii din

toate cauzele si cardiovasculare si ale incidentei diabetului de tip 2; beneficiile au
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crescut pana la aproximativ 25-29 g/zi de fibre (Reynolds et al, 2019). In paralel,
studiul randomizat PREDIMED reanalizat in 2018 a aratat ca o dieta mediteraneana
imbogatitd cu ulei de masline extravirgin sau nuci a redus evenimentele
cardiovasculare majore fata de o dieta de control cu continut mai scazut de grasimi
(Estruch et al, 2018). Aceste date sustin prioritizarea alimentelor minim procesate de
origine vegetala, bogate in fibre si polifenoli, ca fundament sustenabil si de mare

valoare pentru promovarea sanatatii.
Valorificarea compusilor bioactivi din plante si a biodisponibilitatii

Plantele furnizeaza vitamine, minerale, fibre si mii de compusi bioactivi (de exemplu,
polifenoli, carotenoizi, glucozinolati). Valoarea lor pentru sanatate depinde nu doar de
continut, ci si de biodisponibilitate, cat de bine sunt eliberati compusii, absorbiti si ajung
la tinte. Strategiile simple bazate pe alimente pot imbunatati semnificativ absorbtia. De
exemplu, adaugarea alimentelor bogate in vitamina C la mese cu fier vegetal (non-
hem) creste absorbtia fierului, asa cum s-a demonstrat in studii clasice de bilant la om
(Hallberg et al, 1989). Astfel de sinergii ilustreaza modul in care optimizarea
combinatiilor si prepararilor alimentare poate amplifica beneficiile substantelor active

derivate din plante.
Suplimentele alimentare: roluri, limite si reglementare

Suplimentele alimentare (vitamine, minerale, botanice, probiotice si altele) pot ajuta la
corectarea deficientelor specifice, documentate, sau la acoperirea unor nevoi crescute
in anumite etape ale vietii, dar nu inlocuiesc o dieta de inalta calitate (U.S. Department
of Health and Human Services and U.S. Department of Agriculture, 2020). Cadrele de
reglementare difera: in Statele Unite, Dietary Supplement Health and Education Act
(DSHEA, 1994) clasifica suplimentele ca o categorie de alimente; producatorii sunt
responsabili de siguranta si etichetare, iar produsele intra in general pe piata fara
aprobare prealabild de la FDA (U.S. Congress, 1994). in Uniunea Europeana,
Directiva 2002/46/EC armonizeaza regulile pentru suplimentele alimentare, inclusiv
vitaminele si mineralele permise si cerintele de etichetare (European Parliament and
Council, 2002). In acelasi timp, investigatiile post-punere pe piata au identificat in mod

repetat falsificarea unor suplimente cu produse farmaceutice nedeclarate, subliniind
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necesitatea vigilentei si a utilizarii produselor verificate de la producatori de incredere
(Tucker et al, 2018).

Cand suplimentele sunt in mod clar benefice

Acid folic 400 pg/zi pentru toate persoanele care ar putea ramane insarcinate,
incepand inainte de conceptie si pana in primul trimestru, reduce defectele de tub
neural si este puternic recomandat de autoritdtile de sanatate (U.S. Preventive
Services Task Force, 2023). Aportul suficient de iod este esential pentru functia
tiroidiana si dezvoltarea neurocognitiva; fierul si vitamina B12 necesita utilizare tintita

atunci cand exista deficit sau malabsorbtie, ghidata de evaluarea clinica.
Situatii in care ,mai mult” nu este mai bine

Pentru preventia primara la adultii in general sanatosi, studii randomizate de mari
dimensiuni arata ca nu exista o reducere globala a evenimentelor cardiovasculare
majore sau a cancerului cu suplimentarea de rutina cu vitamina D (Manson et al, 2019).
Deciziile privind suplimentele ar trebui individualizate, integrand deficitul masurat,

contextul clinic si consideratiile risc—beneficiu, nu doar afirmatiile de pe eticheta.
Prioritati practice si sustenabile

1. Alimente inainte de suplimente: Vizati cel putin 25-30 g/zi de fibre alimentare
din cereale integrale, leguminoase, legume, fructe, nuci si seminte; acest nivel
este in linie cu reducerile de risc observate in meta-analiza Lancet (Reynolds
et al, 2019).

2. Tipare alimentare orientate catre plante: Puneti accent pe mese de tip
mediteranean, bogate in ulei de masline extravirgin, nuci, leguminoase, cereale
integrale si produse vegetale din abundenta, asa cum este sustinut de
PREDIMED (Estruch et al, 2018).

3. Suplimentare tintita: Utilizati suplimente bazate pe dovezi pentru nevoi definite,
cu atentie deosebitd pentru acidul folic periconceptional (U.S. Preventive
Services Task Force, 2023).
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4. Atentie la afirmatii: Fiti precauti cu produsele care promit tratamentul bolilor sau
schimbari rapide ale compozitiei corporale; falsificarea a fost documentata in
categoriile de slabit, potenta sexuala si bodybuilding (Tucker et al, 2018).

5. Politici si sisteme: Dubla povara a malnutritiei cere medii alimentare si politici
care fac alimentele bogate in nutrienti accesibile si la preturi abordabile (Global
Nutrition Report, 2020.

4.2 Fundamentele alimentatiei sanatoase

Valorificarea optima a resurselor vegetale—prin selectia atenta a speciilor,
conservarea compusilor bioactivi si utilizarea unor forme eficiente de preparare si
aport—sta la baza unui tipar alimentar care sustine sanatatea pe termen lung. Accentul
pe alimente de origine vegetala minim procesate, bogate in fibre, polifenoli, carotenoizi
si grasimi nesaturate aliniaza alegerile individuale cu ghidajul populational si
obiectivele de sustenabilitate (WHO, 2020; Lichtenstein et al., 2021).

Figura 4.2 Farfurie echilibrata orientata catre plante: Elemente-cheie ale nutritiei sdnatoase, ilustrand

alimente bogate in nutrienti, minim procesate, grasimi de calitate si tinte alimentare bazate pe dovezi
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Nutrienti esentiali si rolurile lor

O dieta sanatoasa furnizeazé sase grupuri fundamentale de nutrienti—proteine,
carbohidrati, grasimi, vitamine, minerale si apa—fiecare avand functii fiziologice
distincte in mentinerea tesuturilor, metabolismul energetic, structura celulara, echilibrul
hidro-electrolitic si reglarea enzimatica. Calitatea in cadrul acestor grupuri conteaza:
carbohidratii complecsi si fibra alimentara sustin controlul glicemic si sanatatea
cardiometabolica; inlocuirea grasimilor saturate cu grasimi nesaturate imbunatateste
profilurile lipidice; iar aportul adecvat de micronutrienti sustine functia imuna,

neuromusculara si scheletala (WHO, 2020; Hooper et al., 2020; Reynolds et al., 2019).
Principii ale unui tipar echilibrat, orientat catre plante

Echilibrul alimentar pune accent pe varietate, densitate nutritionala si aport energetic
adaptat necesarului, limitand in acelasi timp alimentele puternic procesate. Tinte larg
sustinute includ consumul a cel putin 400 g/zi de fructe si legume, mentinerea
zaharurilor libere sub 10% din energia totala si prioritizarea calitatii grasimilor prin
limitarea grasimilor saturate si eliminarea grasimilor trans industriale in favoarea
uleiurilor nesaturate. Inlocuirea cerealelor rafinate cu cereale integrale si diversificarea
surselor de proteine cu leguminoase, nuci, seminte si peste imbunatateste suplimentar
calitatea globala a dietei (WHO, 2020; Aune et al., 2016; Lichtenstein et al., 2021).

Densitatea nutritionala si calitatea fibrei

Alimentele cu densitate mare de nutrienti oferd mai multe vitamine, minerale si
compusi bioactivi per calorie. Aporturi mai ridicate de fibre alimentare din cereale
integrale, leguminoase, fructe si legume sunt asociate cu o scadere de 15-30% a
mortalitatii din toate cauzele si cu o incidenta redusa a bolilor coronariene, accidentului
vascular cerebral, diabetului de tip 2 si cancerului colorectal in cohortele prospective;
studiile randomizate arata o greutate corporala mai mica, tensiune arteriala sistolica
mai scazuta si colesterol total mai mic la aporturi mai ridicate de fibre. Tinte pragmatice
de cel putin 25-29 g/zi sunt sustinute de dovezi agregate si confera beneficii
suplimentare pentru functia intestinala si inflamatie (Reynolds et al., 2019).
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Calitatea grasimilor si riscul cardiometabolic

Trecerea de la grasimi saturate la grasimi polinesaturate reduce riscul cardiovascular.
Accentul pe alimente vegetale bogate in uleiuri (nuci, seminte, ulei de masline si alte
uleiuri vegetale) si peste, in timp ce se limiteaza alimentele cu continut ridicat de acizi
grasi saturati si se elimina grasimile trans industriale, imbunatateste LDL-colesterolul
si rezultatele clinice ulterioare, in concordanta cu ghidurile globale si ale societatilor de
specialitate pentru preventie (Hooper et al., 2020; Lichtenstein et al., 2021).

Tipare alimentare cu date de rezultat clinic

Tiparele bazate pe alimente care operationalizeaza aceste principii demonstreaza
beneficii la nivel de evenimente clinice. Intr-un mare studiu spaniol de preventie
primara, o dieta mediteraneana suplimentata cu ulei de masline extravirgin sau nuci a
redus evenimentele cardiovasculare majore comparativ cu o dieta de control,
subliniind valoarea tiparelor alimentare axate pe calitate dincolo de simpla numarare a

macronutrientilor (Estruch et al., 2018; Lichtenstein et al., 2021).
Consideratii pentru prevenirea cancerului

Sintezele autoritative recomanda mentinerea unei greutati corporale sanatoase;
accentul pe cereale integrale, legume, fructe si leguminoase; limitarea alimentelor
ultra-procesate, a carnii rosii si procesate si a alcoolului; si evitarea excesului de sodiu
si zaharuri libere pentru a reduce riscul mai multor tipuri de cancer. Aceste strategii se
aliniaza cu ghidajul cardiometabolic, ilustrand beneficii transversale ale unui tipar
minim procesat, orientat catre plante (WCRF/AICR, 2018).

Procesarea alimentelor si contextul de consum

Dincolo de totalurile de nutrienti, nivelul de procesare si matricea alimentara
influenteaza apetitul si aportul energetic. Intr-un studiu crossover strict controlat,
dietele ultra-procesate consumate ad libitum au dus la un aport energetic mai mare si
la crestere in greutate in decurs de doua saptamani, comparativ cu dietele minim
procesate potrivite pentru caloriile oferite, macronutrienti, zahar, sodiu si fibre,
sugerand ca textura, palatabilitatea si viteza de alimentatie pot conduce la
supraalimentare pasiva (Hall et al., 2019).
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Implementare, echitate si perspective pe parcursul vietii

Adoptia depinde de accesibilitate si acces, abilitati culinare, preferinte culturale si
mediul alimentar. Pasii practici si scalabili includ construirea meselor in jurul legumelor,
cerealelor integrale si leguminoaselor; alegerea nucilor si semintelor nesarate pentru
gustari; utilizarea uleiurilor bogate in grasimi nesaturate; planificarea consumului
saptamanal de peste; si rezervarea cerealelor rafinate, dulciurilor si carnii procesate
pentru consum ocazional. Masurile de sanatate publica ce imbunatatesc accesul la
alimente sanatoase si tempereaza marketingul si disponibilitatea produselor ultra-
procesate sunt centrale pentru reducerea disparitatilor de echitate in nutritie pe
parcursul vietii (WHO, 2020; Lichtenstein et al., 2021).

4.3 Suplimente alimentare: reglementare, siguranta si evaluare stiintifica

Suplimentele alimentare, numite si suplimente dietetice, sunt surse concentrate de
nutrienti sau alte substante bioactive destinate sa completeze dieta obisnuita atunci
cand aportul habitual este insuficient. Utilizarea lor s-a extins la nivel mondial, sustinuta
de interesul consumatorilor pentru preventia in sanatate si de cresterea gamei de
produse ce contin vitamine, minerale, extracte botanice, probiotice, acizi grasi omega-
3 si alte compusi. in pofida disponibilitatii largi, intrebérile privind calitatea, siguranta si
eficacitatea clinica raman centrale pentru evaluarea stiintificd si supravegherea
reglementara (NIH ODS, 2023).
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Figura 4.3 Rezumat vizual al elementelor-cheie in reglementarea, siguranta si evaluarea stiintifica a

suplimentelor alimentare

Cadru de reglementare

in Statele Unite, suplimentele dietetice sunt reglementate ca o categorie de alimente
in temeiul Dietary Supplement Health and Education Act (DSHEA, 1994). Producatorii
sunt responsabili de asigurarea sigurantei si a etichetarii corecte inainte de
comercializare; Food and Drug Administration (FDA) actioneaza, de regula, post-
punere pe piatd pentru a aborda produsele falsificate sau etichetate incorect si
revizuieste notificarile pentru ,ingrediente dietetice noi” cu date justificative de
siguranta cu cel putin 75 de zile inainte de comercializare (FDA, 2023). Unitatile trebuie
sa respecte cerintele de Current Good Manufacturing Practice din 21 CFR Partea 111,
care guverneaza testarea identitatii, puritatea, potenta, compozitia si pastrarea
evidentelor, dar aceste reguli nu constituie o aprobare pre-market, iar abaterile de
conformitate pot conduce in continuare la calitate variabila (FDA, 2007; FDA, 2023).
Alte jurisdictii reglementeaza suplimentele ca alimente cu reguli specifice de
compozitie si etichetare si, de obicei, restrictioneaza indicatile de boala la cele
autorizate prin evaluari ale dovezilor; afirmatiile de tip structurd/functie nu trebuie sa
induca in eroare si necesita o declinare conform céareia produsul nu este destinat sa
diagnosticheze, trateze, vindece sau previna vreo boala (FDA, 2023).
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Consideratii de siguranta

Majoritatea suplimentelor sunt bine tolerate atunci cand sunt utilizate conform
indicatiilor, insa mai multe domenii de risc necesita atentie. Defecte de calitate—
precum substituirea, contaminarea sau potenta variabilda—au fost documentate, in
special la unele produse botanice; studii cu codificare de bare ADN au identificat cazuri
de adulterare sau utilizare de agenti de umplere care nu ar fi evidente pentru
consumatori (Newmaster et al., 2013). Aportul excesiv peste nivelurile superioare
tolerate poate produce toxicitate; de exemplu, doze mari de vitamina E in studiul
SELECT au fost asociate cu un risc crescut de cancer de prostata la barbati (Klein et
al., 2011). Interactiunile farmacocinetice si farmacodinamice sunt bine descrise:
sunatoarea induce CYP3A4 si P-glicoproteina, reducand expunerea la multe
medicamente; vitamina K antagonizeaza warfarina; calciul, fierul si magneziul pot
reduce absorbtia anumitor antibiotice si a hormonului tiroidian. Populatiile speciale—
incluzand persoane gravide sau care alapteaza, copii, varstnici cu polimedicatie si
pacienti cu boala renald sau hepatica—necesita o evaluare individualizata a riscului
(NIH ODS, 2023). Siguranta post-market se bazeaza pe raportarea evenimentelor
adverse de catre firme si clinicieni catre sistemele FDA, cu masuri de aplicare atunci

cand sunt identificate riscuri serioase (FDA, 2023).
Evaluarea stiintifica a eficacitatii

Afirmatiile pentru suplimente variaza de la corectarea deficientelor definite pana la
sustinerea sanatatii generale sau reducerea riscului de boala. Evaluarea solida
urmeaza principii utilizate in alte domenii ale stiintei clinice: plauzibilitate biologica,
caracterizarea si standardizarea produsului, farmacocinetica si biodisponibilitate, studii
clinice randomizate (RCT) cu endpoint-uri dure si sinteze sistematice ale dovezilor.
RCT-uri mari ilustreaz& nevoia de intrebéari precise si rezultate adecvate. in studiul
VITAL, vitamina D3 (2000 Ul/zi) si acizii grasi omega-3 marini (1 g/zi EPA+DHA) nu
au redus compozitul primar de cancer invaziv plus evenimente cardiovasculare majore
la adulti in general sanatosi, desi analize secundare au sugerat scaderi modeste ale
infarctului miocardic pentru omega-3 si ale mortalitatii prin cancer dupa excluderea
perioadei initiale de urmarire, subliniind nuanta interpretarii pe subgrupuri si endpoint-
uri (Manson et al., 2019). In schimb, dovezile agregate sustin anumite utilizari:
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probioticele reduc riscul de diaree asociata antibioticelor in numeroase contexte, desi
efectele depind de tulpina, doza si populatie (Goldenberg et al., 2017). Aceste exemple
arata de ce dovezile specifice produsului, standardizarea si raportarea transparenta
sunt esentiale pentru a transforma promisiunea mecanistica in recomandari clinice

fiabile.
Asigurarea calitatii si alegerea informata

Deoarece conformitatea legalda nu garanteaza performanta produsului, programele
independente de calitate pot ajuta la reducerea incertitudinii. Verificarea de catre terti
(de exemplu, insemnul United States Pharmacopeia Verified) evalueaza practicile de
fabricatie, identitatea si potenta ingredientelor, contaminantii specificati si acuratetea
etichetei, oferind un nivel suplimentar de asigurare pentru clinicieni si consumatori in
selectia produselor pentru pacienti cu risc sau pentru uz in cercetare (USP, 2021).
Buna practica in ingrijirea clinica este sa se prioritizeze strategiile ,food-first”; sa se
confirme o indicatie specifica pentru suplimentare (deficientd documentata, necesar
fiziologic crescut, aport limitat, malabsorbtie sau utilizare terapeutica bazatd pe
dovezi); sa se revizuiasca interactiunile medicament—supliment; s se selecteze
produse verificate cu doze adecvate care respecta nivelurile superioare tolerate; si sa
se monitorizeze rezultatele si efectele adverse (NIH ODS, 2023; FDA, 2023).

Prioritati de politica si cercetare Consolidarea supravegherii pre- si post-market,
imbunatatirea transparentei notificarilor pentru ingrediente dietetice noi, extinderea
supravegherii analitice pentru adulterati si facilitarea studiilor pragmatice ale
produselor bine caracterizate ar reduce lacunele de dovezi. Pentru produsele botanice,
extracte standardizate cu chemotipuri definite si atentie la potentiatorii de
biodisponibilitate sunt necesare pentru a asigura reproductibilitatea intre studii. Pentru
produsele orientate catre microbiom, etichetarea la nivel de tulpina, viabilitatea
garantata pe durata de valabilitate si RCT-uri specifice endpoint-urilor vor imbunatati
interpretabilitatea (Goldenberg et al., 2017). Alinierea intre autoritati de reglementare,
certificatori terti, clinicieni, cercetatori si industrie poate avansa o piatd in care
suplimentele sigure, de finaltd calitate si bazate pe dovezi completeazd—nu
inlocuiesc—diete nutritional adecvate (FDA, 2023; NIH ODS, 2023).
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4.4 Abordari inovatoare in educatia nutritionala

Abordarea provocarilor globale ale malnutritiei si ale tiparelor alimentare nesanatoase
necesitd modele educationale care sa depaseasca transmiterea didactica, orientandu-
se catre abordari informate de teorie, participative si adaptabile la contexte culturale si
socioeconomice diverse. Programele contemporane combina tot mai mult stiinta
schimbarii comportamentului, invatarea practica, parteneriatul comunitar si
instrumentele digitale pentru a imbunatati calitatea dietei si a sustine schimbarea in
timp (Michie et al., 2011; Bandura, 2004).
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Figura 4.4 Elemente de baza ale educatiei nutritionale moderne: obiceiuri, jocuri, gatit si comunitate

Design informat de teorie si tehnici de schimbare a comportamentului

Educatia nutritionala eficienta este ancorata in cadre consacrate de schimbare a
comportamentului care identifica ceea ce trebuie sa se modifice pentru obiceiuri mai
sanatoase—capacitate, oportunitate si motivatie—si apoi aliniaza tehnicile (stabilirea
de obiective, auto-monitorizare, feedback, rezolvarea problemelor) la aceste tinte
(Michie et al., 2011). Teoria social-cognitiva accentueaza suplimentar auto-
eficacitatea, invatarea prin observare si asteptarile privind rezultate; interventiile care

dezvolta abilitati (de ex., citirea etichetelor, planificarea meselor), ofera modele
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credibile si consolideaza reusitele tind sa produca efecte mai puternice si mai durabile
(Bandura, 2004). Practic, acest lucru se traduce in curricule care ordoneaza
cunoasterea impreuna cu practica (de ex., sesiuni de cumparaturi si gatit) si includ

solicitari pentru reflectie, planificare si sprijin social.
Gamificare si instrumente interactive

Jocurile serioase si provocarile gamificate pot face tangibile si intrinsec motivante
conceptele nutritionale complexe, in special pentru copii, adolescenti si tineri.
Punctele, nivelurile, feedback-ul si misiunile narative transforma citirea etichetelor,
estimarea portiilor si compunerea meselor in invatare experientiala. Dovezile meta-
analitice indica faptul ca jocurile digitale pentru comportamente de sanatate pot
imbunatati cunostintele nutritionale si aporturile auto-raportate, mai ales cand sunt
fundamentate in teoria comportamentala si combinate cu sarcini practice din lumea
reala (de ex., foto-jurnal alimentar, misiuni de gatit) (DeSmet et al., 2014). Pentru a
maximiza impactul, designerii ar trebui sa specifice comportamentele tintite (de ex., 25
portii/zi fructe si legume), sa conecteze mecanicile la acele comportamente (de ex.,

puncte pentru portii verificate) si sa furnizeze feedback oportun, personalizat.
invatare practica si experientialé

Formarea in abilitati culinare, gradinile scolare, sesiunile de degustare si atelierele
bazate pe simturi traduc recomandarile in capacitate. Programele care predau mise-
en-place, abilitati de folosire a cutitului, bugetare si tehnici de economisire a timpului
reduc barierele practice pentru prepararea meselor acasa si sunt asociate cu gatit mai
frecvent, aport mai mare de fructe si legume si o calitate imbunatatita a dietei la adulti
si familii (Reicks et al., 2014). Abordarile de educatie senzoriala (de ex., explorarea
ghidata a gustului, texturii, aromei) ajuta copiii sa accepte o varietate mai larga de
alimente si pot creste disponibilitatea de a incerca legume si leguminoase nefamiliare
(Reverdy et al., 2008). Integrarea acestor activitati in contexte de rutind—sali de clasa,

centre comunitare, asistenta primara—sprijind acoperirea si mentinerea.
Abordari centrate pe comunitate si sensibile cultural

Educatia nutritionald condusa de comunitate valorifica liderii locali, traditiile alimentare

si retelele sociale pentru a asigura relevanta si echitatea. Co-designul cu participantii,
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includerea alimentelor preferate cultural si livrarea condusa de egali pot intari
increderea si adoptarea, abordand concomitent barierele structurale (accesibilitate,
acces, timp) prin strategii complementare precum vouchere pentru produse proaspete,
piete mobile sau schimbari implicite ,alegeri sdnatoase” in cantine. Textele de referinta
subliniaza ca adaptarea continutului si a livrarii la normele comunitatii, nivelurile de
alfabetizare si mediile alimentare este centrala pentru eficacitate si sustenabilitate
(Contento, 2016).

Tnvét,are augmentata tehnologic si sprijin just-in-time

Aplicatiile mobile, consilierea prin mesaje text si modulele web extind invatarea dincolo
de sala de curs, ofera indicii in timp real si permit auto-monitorizarea (de ex., jurnale
alimentare bazate pe fotografii, obiective progresive). Recenziile sistematice la tineri
adulti aratéd ca programele eHealth bine proiectate pot imbunatati comportamentele
dietetice, in special cand incorporeaza tehnici de schimbare a comportamentului
(planificare a actiunilor, notificari, feedback) si caracteristici interactive mai degraba
decét continut static (Hutchesson et al., 2015). Pentru profesionistii din sanatate,
platformele de e-learning sustin formarea scalabila in consiliere, interviu motivational
si ghiduri dietetice, performand cel putin la fel de bine ca formatele traditionale, in timp
ce imbunatatesc flexibilitatea si acoperirea (Vaona et al., 2018). Programele ar trebui
sa abordeze echitatea digitala (acces la dispozitive, costuri de date) si sa protejeze

confidentialitatea.
Implementare, evaluare si echitate

Implementarea riguroasa inchide decalajul dintre eficacitate si impactul din lumea
reald. Practici-cheie includ: (i) monitorizarea fidelitatii componentelor de baza (de ex.,
numarul si calitatea sesiunilor de gatit), (ii) evaluare mixta care combina indici ai calitatii
dietei (de ex., portii de fructe/legume, aport de cereale integrale, alimente
discretionare) cu mediatori comportamentali (auto-eficacitate, ,food agency”) si (iii)
atentie la acoperire si reprezentativitate pe grupe de varsta, gen, venit si cultura. Costul
si fezabilitatea ar trebui urmarite alaturi de rezultate pentru a informa extinderea.

Cadrul schimbarii comportamentului incurajeaza adaptarea iterativa pe baza
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feedback-ului local, pastrand ingredientele active identificate a priori (Michie et al.,
2011; Contento, 2016).

Integrarea componentelor: un model integrat

Cele mai promitatoare programe combina componente: un curriculum scurt,
fundamentat teoretic, pentru a construi ,de ce” si ,cum”, suporturi gamificate si mobile
pentru a sustine motivatia, gatit practic si explorare senzoriald pentru a construi
capacitatea si parteneriate comunitare pentru a aborda oportunitatea (accesibilitate si
acces). Cand aceste straturi sunt aliniate, studiile raporteaza imbunatatiri semnificative
ale cunostintelor, ale alegerilor alimentare si ale auto-eficacitatii, cu semnale timpurii
pentru o calitate mai buna a dietei si rezultate legate de greutate in timp (DeSmet et
al., 2014; Reicks et al., 2014; Hutchesson et al., 2015; Vaona et al., 2018; Contento,
2016; Reverdy et al., 2008).

4.5 Evaluarea nivelului de constientizare nutritionala

Evaluarea constientizarii nutritionale este esentiala pentru a determina dacéa educatia
nutritionald schimba cu adevarat ceea ce oamenii stiu, cred si fac. O evaluare robusta
clarificd ce mesaje sunt intelese, unde persista conceptiile gresite si cum se leaga
cunoasterea de alegerile dietetice si de sanatate. O evaluare eficientd imbina
chestionare solide psihometric cu indicatori complementari comportamentali si
biologici si valorifica din ce in ce mai mult tehnologiile digitale pentru a surprinde

invatarea si deciziile din lumea reala.
Motivatie si constructe de baza

Constientizarea nutritionala cuprinde cunoastere factuala (de ex., surse alimentare de
nutrienti, recomandari dietetice), cunoastere procedurala (de ex., interpretarea
etichetelor, planificarea meselor echilibrate) si cunoastere conditionala (cand si de ce
sa se aplice abilitatile). Deoarece cunoasterea este doar unul dintre factorii care
determina comportamentul, evaluarile de finaltd calitate iau in considerare, de

asemenea, atitudinile, auto-eficacitatea si constrangerile de mediu si testeaza daca o
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constientizare mai mare coreleaza cu tipare de aport mai sanatoase si cu biomarkeri
(Spronk et al., 2014).

Chestionare standardizate

General Nutrition Knowledge Questionnaire (GNKQ) este unul dintre cele mai utilizate
instrumente, acoperind recomandari dietetice, alegeri alimentare, surse de nutrienti si
legaturi dieta—boala; a demonstrat fiabilitate si validitate de construct si a fost adaptat
intercultural (Parmenter and Wardle, 1999). Versiunea revizuita GNKQ-R a actualizat
continutul itemilor pentru a reflecta ghidurile dietetice contemporane, a imbunatatit
lizibilitatea si a rafinat subscalele pentru adulti in contexte diverse (Kliemann et al.,
2016). Alte instrumente validate vizeaza populatii sau domenii specifice (de ex.,
sportivi, ingrijitori), iar dezvoltarea sistematica include de obicei generarea de itemi din
ghiduri, revizuire de experti, interviuri cognitive, testare pilot si evaluare psihometrica
(Hendrie et al., 2008; Trakman et al., 2017).

Calitate psihometrica si masurare moderna

Dincolo de consistenta interna si fiabilitatea test-retest, studiile contemporane aplica
teoria raspunsului la item (item response theory) si analiza Rasch pentru a optimiza
dificultatea si discriminarea itemilor, a detecta functionarea diferentiata a itemilor intre
limbi sau demografii si a permite testarea adaptiva pe computer care scurteaza
chestionarele fara a sacrifica precizia (Trakman et al., 2017). Testarea invariantei de
masurare asigura ca diferentele de scor observate reflecta lacune reale de cunoastere,

nu artefacte de traducere sau culturale (Hendrie et al., 2008).
Sondaje KAP cuprinzatoare

Cadrul Cunostinte, Atitudini si Practici (KAP) extinde dincolo de cunoasterea factuala
pentru a surprinde credintele, barierele percepute si comportamentele auto-raportate.
Ghidajul standardizat al Organizatiei pentru Alimentatie si Agricultura ofera sabloane
pentru esantionare, proiectarea chestionarelor, pilotare si analiza pentru a spori
comparabilitatea intre programe si tari (FAO, 2014). Sondajele KAP sunt deosebit de
utile pentru interventiile bazate pe comunitate, unde normele culturale si mediile

alimentare modeleaza puternic alegerile.
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Legarea cunoasterii de comportament si sanatate

Pentru a valida ca ,a sti mai mult” se traduce in ,a face mai bine”, evaluérile asociaza
scorurile de cunoastere cu rezultate obiective: reamintiri de 24 de ore, chestionare de
frecventa alimentara sau jurnale alimentare digitale pentru aport; antropometrie (IMC,
circumferinta taliei); si biomarkeri precum lipidele, glucoza sau statusul
micronutrientilor. Dovezile meta-analitice arata asocieri modeste dar consistente intre
o cunoastere nutritionald mai mare si tipare dietetice mai sanatoase—aport mai mare
de fructe si legume, aport mai mic de grasimi saturate si o calitate globala mai buna a
dietei (Spronk et al., 2014). Aceste legaturi intaresc inferenta cauzala cand sunt

masurate longitudinal si ajustate pentru factori sociodemografici.
Evaluare augmentata tehnologic

Platformele mobile si web pot livra chestionare scurte, sarcini de citire a etichetelor si
provocari just-in-time, surprinzand acuratetea raspunsului si latenta ca indicatori
suplimentari ai stapanirii. Aplicatiile faciliteaza, de asemenea, evaluarea ecologica
momentara a alegerilor alimentare si pot integra scanari de coduri de bare sau jurnale
bazate pe fotografii; recenziile sistematice raporteaza ca instrumentele digitale bine
proiectate pot imbunatati cunoasterea dietei si comportamentele aferente, mai ales
cand feedback-ul si stabilirea de obiective sunt incorporate (Chen et al., 2017).
Analiticele digitale (de ex., performanta la nivel de item, rate de finalizare) sprijina

iteratia rapida a continutului educational.
Echitate, cultura si context

Constientizarea nutritionala este modelata de varsta, educatie, venit, alfabetizare
alimentara si traditii culinare culturale. Evaluarile ar trebui sa includa itemi in limbaj
simplu, materiale vizuale si exemple specifice contextului (de ex., alimente de baza,
portii uzuale) si s& documenteze acoperirea si performanta pe subgrupuri pentru a
detecta decalaje de echitate (Hendrie et al., 2008; FAO, 2014). Traducerea/retro-
traducerea si interviurile cognitive reduc interpretarea gresita, in timp ce testele de
functionare diferentiata a itemilor ajuta la asigurarea unei scorari echitabile intre limbi

si culturi (Trakman et al., 2017).
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Asigurarea calitatii si raportare

Studiile solide preinregistreaza protocoalele; raporteaza fiabilitatea, validitatea si
invarianta de masurare; justifica regulile de scorare si pragurile; si dezvaluie limitari
precum dezirabilitatea sociala, ghicitul si biasul de selectie. Cand este fezabil,
designurile mixte adauga profunzime explicativa explorand de ce anumite conceptii

gresite persista in ciuda instruirii (Hendrie et al., 2008).

Integrarea componentelor O strategie = multi-metod—chestionare  validate
(GNKQ/GNKQ-R sau instrumente specifice populatiei), module KAP, repere obiective
pentru dieta si biomarkeri si performanta la sarcini asistate de tehnologie—ofera o
viziune cuprinzatoare asupra constientizarii nutritionale si a consecintelor sale. Astfel
de designuri permit programelor sa rafineze mesajele, sa adapteze suporturile pentru
subgrupuri si s& demonstreze legaturi semnificative de la invatare la alimentatie mai
sanatoasa si la markeri clinici imbunatatiti (Parmenter and Wardle, 1999; Kliemann et
al., 2016; Spronk et al., 2014; FAO, 2014; Hendrie et al., 2008; Trakman et al., 2017;
Chen et al.,, 2017).

4.6 Eficacitatea interventiilor nutritionale inovatoare

Eficacitatea interventiilor nutritionale inovatoare a fost examinata in diverse populatii
si contexte de livrare, aratdnd ca programele bine concepute pot imbunatati
cunostintele, pot schimba alegerile alimentare si pot produce castiguri clinice
masurabile—desi efectele variaza in functie de context, intensitate si durata urmaririi.
Mai jos, dovezile sunt sintetizate pe abordari majore, cu atentie la mecanisme,

consideratii de implementare si lacune care limiteaza generalizabilitatea.
Interventii imbunatatite tehnologic

Instrumentele de sanatate digitale (aplicatii mobile, portaluri, telemedicina) si formatele
bazate pe jocuri pot creste implicarea si scurta buclele de feedback intre
comportament si intarire. O meta-analizé a jocurilor de societate pentru sanatate a
raportat un efect cumulat mare asupra cunostintelor legate de sanatate si efecte mici

spre moderate asupra comportamentelor si indicatorilor biologici, sugerand ca jocul
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structurat poate transforma invatarea in actiune atunci cand jocurile incorporeaza
obiective clare si feedback (Gauthier, 2019). Demersuri mai ample de tip scoping si
meta-analize privind interventiile asistate de tehnologie indica faptul ca platformele
interactive sunt constant eficiente pentru rezultatele legate de greutate, dar arata
efecte heterogene asupra calitatii dietei, adesea din cauza ferestrelor de interventie
scurte, a capetelor de masurare dietetice nestandardizate si a personalizarii limitate
(Chew et al., 2023). Caracteristici ale programului care intaresc impactul includ
stabilirea adaptiva a obiectivelor, notificari just-in-time si integrarea cu consiliere
umana; in schimb, sarcina mare pentru utilizator si oboseala la notificari suomineaza

aderenta si dilueaza efectele in timp (Chew et al., 2023).
Interventii tintite si pe parcursul vietii

Interventiile aliniate la ferestre critice (preconceptie, sarcina, copilarie timpurie,
adolescentd) demonstreaza randamente disproportionat de mari comparativ cu
programele din etapele ulterioare ale vietii. Suplimentarea echilibrata energie—proteina
in timpul sarcinii reduce greutatea mica la nastere si imbunatateste rezultatele la
nastere, subliniind valoarea combinarii educatiei nutritionale cu o strategie concreta de
supliment adecvata contextului (Lassi et al., 2021). Ecosistemele digitale care
selecteaza resurse bazate pe dovezi pentru parinti si profesionisti pot scala astfel de
abordari; evaluarile timpurii ale platformelor integrate raporteaza fezabilitate puternica
si implicare a utilizatorilor, pregéatind scena pentru studii cu putere adecvata pe
rezultate de crestere si alimentatie (QDverby et al., 2023). La adolescenti, modelele
multicomponente de ,food literacy” care combina ateliere, sarcini experientiale si
elemente digitale imbunatatesc cunostintele nutritionale, reduc alimentatia emotionala
si intéresc auto-reglarea—mecanisme care, in mod plauzibil, sustin alegeri mai

sanatoase sub stres si influenta a grupului de egali (Mancone et al., 2024).
Managementul bolilor cronice

in randul adultilor cu afectiuni cronice legate de dieta, consilierea dietetica si
monitorizarea livrate digital produc imbunatatiri modeste, dar clinic semnificative, in
aderenta la dieta mediteraneana, aportul de fructe si legume, reducerea sodiului,

antropometrie si control glicemic—efecte consistente cu auto-monitorizarea iterativa si
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responsabilitatea la distanta (Barnett et al., 2023). Aceste constatari sustin integrarea
modulelor nutritionale in caile de management al bolilor, subliniind totodata nevoia de
urmariri mai lungi si analize de cost-eficienta pentru a informa decontarea (Barnett et
al., 2023).

Strategii comunitare si de schimbare a comportamentului social

Programele de comunicare pentru schimbarea sociala si a comportamentului in nutritie
(NSBCC) care opereaza prin structuri comunitare—folosind mesaje repetate, multi-
canal, cu demonstratii practice—au demonstrat cresteri ale alaptarii exclusive si
imbunatatiri ale indicatorilor de crestere a copilului. Marimile efectelor sunt cele mai
mari acolo unde comunicarea este asociata cu facilitatori (de ex., acces la alimente,
sprijin care economiseste timp), evidentiind ca numai cunoasterea este insuficienta in

contexte cu resurse limitate (Mahumud et al., 2022).
Mecanisme de actiune si factori modificatori ai efectului

De-a lungul modalitatilor, reapar cétiva factori motori: (1) salienta si repetare (nudges,
remindere), (2) auto-eficacitate si abilitati (citirea etichetelor, bugetare, pregatirea
mesei), (3) intarire sociala (egali, familii, lideri comunitari) si (4) sprijin structural (optiuni
implicite sanatoase, acces). ,Doza” interventiei, adaptarea la contexte culturale si de
alfabetizare si nivelul de alfabetizare nutritionald de bazd moduleazd consecvent
rezultatele (Chew et al., 2023; Mancone et al., 2024). Programele care asociaza
educatia cu resurse tangibile (subventii, suplimente sau cutii cu alimente) arata efecte
mai mari si mai durabile (Lassi et al., 2021).

Implementare, echitate si sustenabilitate

Eficacitatea depinde de fidelitate (livrare conform intentiei), acoperire (cine participa)
si mentinere (continuarea post-studiu). Diviziunile digitale, barierele lingvistice si
variabilitatea mediilor alimentare pot largi inechitatile daca nu sunt abordate proactiv
prin optiuni offline, continut multilingv si legaturi cu sprijin social (Chew et al., 2023;
Mahumud et al., 2022). Pentru scalabilitate, designurile hibride care combina functii
automatizate cu sprijin uman de intensitate redusa par cele mai eficiente din punct de
vedere al costurilor, pastrand in acelasi timp aderenta (Barnett et al., 2023).

Monitorizarea de rutina ar trebui sa includa indicatori stratificati pe echitate si date de
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proces centrate pe utilizator (timp de implicare, receptivitate la remindere) pentru a
ghida corectiile pe parcurs (Qdverby et al., 2023).

Masurare si rezultate

Castigurile pe termen scurt in cunostinte sunt frecvente, dar schimbarea dietetica
sustinutd necesita urmariri mai lungi si capete de masurare armonizate (de ex., indici
standardizati ai calitatii dietei, date obiective de achizitie sau aport). Acolo unde este
fezabil, asocierea auto-raportarii cu biomarkeri sau masuri din dispozitive conectate
imbunatateste validitatea. Efectele de mentinere sunt cele mai puternice atunci cand
sunt in vigoare ,doze de rapel” post-interventie si suporturi de mediu (Gauthier, 2019;
Barnett et al., 2023).

Sinteza generala

Interventiile nutritionale inovatoare—in special cele interactive, personalizate si
asociate cu facilitatori structurali—pot imbunatati cunostintele si pot produce schimbari
comportamentale si clinice semnificative. Cele mai solide dovezi sustin tintirea pe
parcursul vietii, livrarea mixtd uman—digitald si modelele SBCC ancorate in
comunitate. Munca viitoare ar trebui sa prioritizeze studii mai lungi cu designuri
sensibile la echitate, analize de cost-eficientad si interoperabilitate cu sistemele de
sanatate si sociale pentru a sustine impactul la scara (Chew et al., 2023; Barnett et al.,
2023; Mahumud et al., 2022; Lassi et al., 2021; Qverby et al., 2023; Mancone et al.,
2024; Gauthier, 2019).
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