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Scrisoare c tre Colegi 
 
Asocia ia Na ional  a Distribuitorilor de 
Produse de uz Veterinar din Romania 

 
Nr. 04 din: 03.03.2014 
 

Stimate Coleg / Stimat  Coleg  
 

Pentru c  sunt multe probleme legate 
în activitatea pe care o desf ura i i 
pentru c  fiecare în parte nu le poate 
rezolva, v  invitam s  v  al tura i 
Asocia iei Na ionale a Distribuitorilor 
de Produse de Uz Veterinar din 
Romania. 

Dac  nu sunte i mul umit / 
mul umit  de modul în care sunte i 
trata i de reprezentan ii Direc iilor 
Sanitare Veterinare i pentru Siguran a 
Alimentelor i v  sim i discriminat / 
discriminat  fa  de medicii veterinari 
care lucreaz  în alte locuri de munc , 
decât farmaciile veterinare, de 
prevederile actelor normative 
referitoare la exercitarea drepturilor i 
competen elor D-voastr  profesionale, 
conferite de diploma de medic 
veterinar pe care o detine i, în func ia 
de medic veterinar farmacist, v  
invit m s  completa i adeziunea 
anexat  acestei scrisori pentru a deveni 
membru a Asocia iei Na ionale a 
Distribuitorilor de Produse de Uz Veterinar 
din Romania. 

Este important pentru D-voastra s  
deveni i membru al ANDPUVR pentru c  
aceasta prin statutul sau are drept obiectiv 
sa va reprezinte legal i s  v  apere 
interesele profesionale, în aceasta etap , în 
rela iile cu Autoritatea Na ional  Sanitar  
Veterinar i pentru Siguran a Alimentelor la 
elaborarea actelor normative în domeniu.  

În situa ia în care printr-un act normativ 
sunt înc lcate drepturile D-voastr  legale, 

ANDPUVR poate ataca în contencios acel 
act normativ i ob ine suspendarea actiunii 
acestuia.  

În ultimele dou  decenii num rul 
medicilor veterinari- farmaci ti a crescut 
de la un an la altul, ajungand în anul 2013 
la num rul de 1175.  

În absen a unei structuri 
organizatorice legale, la nivel national, 
care s  le reprezinte, interesele 
profesionale acestia nu au fost o prioritate 
pentru ANSVSA i alte organisme ale 
profesiei. Marturie a celor afirmate o 
reprezinta si ultimul act normativ emis de 
ANSVSA in domeniu, respectiv Ordinul 
nr.86/16.10.2013.  

Structura organizatoric  legal  care i-a 
asumat rolul de a ap ra intersele tuturor 
distribuitorilor de produse de uz veterinar de 
furaje pentru animale i utilit i pentru 
animalele de companie respectiv societ ile 
comerciale, persoane fizice autorizate i 
medici veterinari care lucreaz  în acestea 
este ANDPUVR.  

Este unanim recunoscut c  într-o 
economie concuren ial  de pia , o 
structura organizatoric  profesional  
reprezentativ  la nivel na ional este o 
necesitate stringent , ca partener legal 
de dialog social. In contextul men ionat 
pentru a v  face oficial auzit  vocea i 
necesit ile profesionale trimiteti 
adeziunea D-voastra de aderare la 
ANDPUVR pe adresa: Prof. Univ. Dr. 
Teu dea Valer, Calea Giule ti 333, Sect. 
6 Bucure ti, pe fax la numerele: 
0212202511; 0212205315 sau prin e-
mail la: valerteusdea@yahoo.com.  

ANDPUVR,  va  fi  cu  atât  mai  
puternic i reprezentativitatea ei mai 
mare, cu cât va avea mai mul i membri. 

Cotiza ia, simbolic , pentru medicii 
veterinari, persoanele fizice autorizate 
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este de: 5 lei / luna, iar pentru o farmacie 
sau lan  de farmacii de 10 lei / luna.  

 
Pentru adeziunile Dvs. (ata at mai 

jos), orice am nunte, propuneri i/sau 
alte sugestii pute i apela la tel: 

0744510070 sau la e-mail i fax-uri 
men ionate. 
Cu stima,  
 
Director executiv  
Prof.univ.dr. Valer Teu dea 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

A D E Z I U N E 

 

Subsemnatul …………………………………………. în calitate de medic 

veterinar / farmacist la ……........…………..…………………………………, 

îmi exprim prin prezenta dorin a s  devin membru asociat al Asocia iei 

Na ionale a Distribuitorilor de Produse de uz Veterinar din România 

începând cu data de …………………. 

Datele mele de contact sunt urm toarele: 

Adresa ……………………………………………….………………………. 

Telefon ………………….……… 

E-mail …………………………… 

Fax ………………………………. 

 

          Semn tura, 

Data ………… 
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 Educatie continu  / Continuous education 
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Raport privind controlul calit ii microbiologice a produselor farmaceutice veterinare 
în anul 2013 

 
Report regarding the microbiological quality control of the veterinary pharmaceutical 

products during 2013 
 
Simona Sturzu, Daniela Tirsinoaga, Ioana Tihulca, Mariana Dumitrache, Alina Karina Draghici 

Institute for Control of Veterinary Biological Products and Medicines 
 
Cuvinte cheie: produs farmaceutic, control microbiologic, Farmacopea Europeana 
Key words: pharmaceutical product, microbiological control, European Pharmacopoeia 
 

Rezumat 
 
Contaminarea microbian  a produselor farmaceutice poate avea consecin e majore asupra 
caracteristicilor fizico – chimice, sigurantei si eficacitatii produselor medicinale, precum si asupra 
costurilor asociate rechemarii produselor neconforme. Controlul calitatii produselor farmaceutice trebuie 
sa fie un obiectiv major atat pentru industria farmaceutica cat si pentru laboratoarele oficiale pentru 
controlul calitatii, iar rezultatele finale ale acestor controale trebuie sa ofere date cat mai exacte asupra 
sigurantei si eficientei produselor farmaceutice controlate. In acest raport se prezinta rezultatele obtinute 
in anul 2013 in cadrul laboratorului Control microbiologic in urma efectuarii controlului calit ii 
produselor tinand cont de formele farmaceutice si grupa terapeutica a produselor testate. 
 

Abstract 
 
The microbiological contamination of pharmaceutical products could have major consequences on the 
physical – chemical characteristics, safety and efficiency of the medicinal products and also on the out 
of specification products recall-associated costs. Quality control of the pharmaceutical products should 
be a major objective for both the pharmaceutical industry as well as for the official quality control 
laboratories and the final results of these tests should provide most accurate data regarding the safety 
and the efficiency of the controlled pharmaceutical products. This report is presenting the results which 
were obtained in 2013 in the Microbiological Control Laboratory following the quality control of the 
products according to their pharmaceutical form and therapeutical class. 
 

Introducere 
 
Domeniul microbiologiei farmaceutice 

constituie unul din cele mai importante 
domenii ale industriei farmaceutice si are un 
rol major în stabilirea principalelor obiectivele 
cheie în garantarea siguran ei pacien ilor i a 
calit ii produsului. 

Farmacopeea European  stabile te un 
set de cerin e asupra metodologiilor 
standardizate de testare i specifica ii clare 
referitoare la calitatea i controlul 
microbiologic al produselor medicinale [1]. 

In laboratorul Control microbiologic, din 
cadrul I.C.B.M.V., se efectueaza o serie de 
analize atât pentru produsele farmaceutice 
sterile c t si pentru produsele farmaceutice 

nesterile, conform legisla iei [2-5] dup  cum 
urmeaza: 

1. determinarea substan elor active prin 
metoda difuzimetrica - produse 
farmaceutice sterile si nesterile. 

2. determinarea num rului total de bacterii 
aerobe - produse farmaceutice nesterile 

3. determinarea numarului total de fungi - 
produse farmaceutice nesterile. 

4. determinarea numarului bacterii gram 
negative bil  - tolerante - produse 
farmaceutice nesterile. 

5. determinarea patogenilor specifici 
(Staphylococcus aureus, Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida 
albicans, Salmonella, bacterii gram 
negative bila tolerante) - produse 
farmaceutice nesterile. 
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6. controlul sterilit ii produselor 
farmaceutice injectabile, oftalmice, 
injectoare intra-mamare, etc. 
Unul dintre principalele obiective al 

laboratorului Control microbiologic pentru 
anul 2013 a fost efectuarea controlului 
calitatii pentru parametrii microbiologici 
pentru produsele farmaceutice veterinare 
cuprinse in Planul de prelevare i testare, in 
conformitate cu cerintele Farmacopeei 
europene, în condi iile respect rii 
standardelor si procedurilor privind 
asigurarea calitatii rezultatelor [2-5]. 

Pe lâng  obiectivul men ionat anterior, 
un alt obiectiv important l-a constituit 
controlul calit ii produselor farmaceutice 
veterinare aflate în diferite etape ale 
procedurii de ob inerea autorizatiei de 
comercializare [2-5]. 

Pentru realizarea obiectivelor privind 
controlul calitatii produselor primite în 
laboratorul de microbiologie s-a studiat 
specifica ia parametrilor de calitate inclus  în 
documentatia tehnic  a fiecarui produs în 
parte, s-au efectuat analizele de laborator in 
conformitate cu cerin ele Farmacopeei 
Europene, s-au analizat rezultatele ob inute 
i s-au întocmit buletinele de analiza. 

Astfel în 2013 au fost primite pentru 
control de laborator un num r total de 122 
de serii de produse farmaceutice veterinare 
(366 probe), din care 114 serii au fost 
prelevate i testate în cadrul Programului de 
supraveghere i control i un numar de 8 
serii au fost testate in etapa de ob inere a 
autoriza iei de comercializare a produselor 
respective. În urma centraliz rii situa iei 
privind rezultatele ob inute la controlul 
microbiologic, s-a constatat c  toate cele 
122 serii controlate au fost conforme pentru 
toti parametrii. 

S-a remarcat, de asemenea, c  
activitatea de laborator a crescut în 2013, 
fa  de anul 2012 cu 34,07%. 

Produsele farmaceutice veterinare 
testate în cadrul Programului de 
supraveghere i control au reprezentat în 
anul 2013, 93,44% din totalul produselor 

farmaceutice veterinare controlate în cadrul 
laboratorului control microbiologic.  

Diferen a de 6,56% fiind reprezentat  de 
produsele farmaceutice veterinare aflate în 
diferite etape ale procedurii de ob inere a 
autoriza iei de comercializare (Figura 1). 

 

 
 

Figura 1. Situatia comparativa a controlului 
microbiologic pentru produsele testate in anul 

2013 
 

În ce prive te structura analizelor 
microbiologice, în func ie de forma 
farmaceutic , (Figura 2) s-a constatat c  în 
anul 2013:  

 29,51 % au fost produse parenterale,  
 14,75 % au fost comprimate si tablete,  
 2,46 % au fost pesarii si suspensii 
pentru administrare intravaginala,  
 13,11 % au fost unguente, suspensii si 
creme de uz topic,  
 18,03% au fost pulberi,  
 18,85% au fost solutii, suspensii i 
paste orale,  
 3,28% au fost premixuri. 

 
 

Figura 2. Situatia comparativa a controlului 
microbiologic în func ie de forma farmaceutic  

aferent  produselor testate în anul 2013 

93%

7%

PMV incluse in Programul de supraveghere si control

PMV aflate in procedura de obtinere a autorizatiei de 
comercializare/reinnoire a autorizatiei de comercializare

30%

15%2%13%18%

19% 3%

Produse parenterale
Comprimate si tablete
Pesarii, suspensii pt. administrare intravaginala
Unguente, crème, suspensii pentru uz topic
Pulberi
Solutii, suspensii, paste orala
Premixuri
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Sub aspectul structurii analizelor de 
laborator in functie de grupa terapeutic  
(Figura 3) situa ia pentru anul 2013 este 
urm toarea:  

 

 44,26 % antibiotice;  
 27,87 % antiparazitare;  
 8,2 % chimioterapice;  
 3,28 % antiinflamatoare,  
 2,46 % anestezice;  
 2,46 % hormonale;  
 0,82 % sedative;  
 0,82 % spasmolitice i  
 9,84% alte produse a.u.v.  

 

 
 

Figura 3: Situatia comparativa a controlului 
microbiologic in functie de grupa terapeutica 

aferenta produselor testate in anul 2013 
 
Analiza produselor farmaceutice aflate 

în control de laborator în anul 2013, tinând 
cont de parametrii microbiologici controla i 
(Figura 4), a stabilit c  din totalul a 338 
determin ri microbiologice:  

 9,76% au fost determinari de substan e 
active prin metoda difuzimetrica,  
 7,4% pentru controlul sterilitatii,  
 24,56% pentru determinarea numarul 
total de germeni,  
 24,56% pt. determinarea num rul total 
de fungi,  
 20,12% pt. evidentierea E. coli;  
 5,92% pt. evidentierea St. aureus,  
 5,62% pt. evidentierea Ps. aeruginosa,  

 0,89 % pt. evidentierea C. albicans,  
 0,59 % pt. eviden ierea Bacteriilor 
Gram negative bila-tolerante,  
 0,59% pt. evidentierea Salmonella spp. 
 

 
 

Figura 4. Situatia comparativ  a controlului de 
laborator în functie de determinarile 

microbiologice aferente produselor testate în anul 
2013 

 
În cadul laboratorului se efectueaz  

controlul microbiologic pentru toate formele 
farmaceutice si pentru toate categoriile 
terapeutice de produse farmaceutice 
veterinare, în conformitate cu cerin ele 
stipulate în Farmacopeea European  [1]. 

Anali tii din cadrul laboratorului au 
participat la o serie de instruiri in laboratoare 
de profil în Germania pentru urm toarele 
metode [6]:  

 testul de sterilitate,  
 determinarea num rului total de 
bacterii aerobe,  
 determinarea num rului total de fungi,  
 identificarea microorganismelor 
specific patogene,  
 validarea metodelor microbiologice,  
 verificarea sterilit ii i eficien ei 
mediilor de cultur . 

 

Laboratorul de Microbiologie a ob inut 
acreditarea de c tre RENAR pentru toate 
metodele de control microbiologic a 
produselor farmaceutice, iar in luna iunie 
2014, va fi auditat de c tre exper ii 
desemna i de catre Directoratul european 

44%

8%3%

28%
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1% 2%

3%
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24%24%
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Detectare Candida albicans
Detectare Bacterii Gram negative bila-tolerante
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pentru calitatea medicamentelor (European 
Directorate for Quality of Medicines - 
EDQM).  

De asemenea, din 2008, speciali tii din 
cadrul laboratorului participa constant la 
activit ile re elei Laboratoarelor Oficiale de 
Control a Medicamentelor (OMCLnet): 

 

 studii colaborative,  
 studii de comparare interlaboratoare,  
 prelevare / testare produse 

farmaceutice veterinare în cadrul 
programelor europene de control, 
audit reciproc (MJA), etc. 
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Raport privind rezultatele testului de competen  a laboratoarelor pentru determinarea 
nivelului de microorganisme din produsele farmaceutice 

 
Report concerning results of laboratory proficiency testing on microbial enumeration 

level from pharmaceutical products 
 

Simona Sturzu, Daniela Tirsinoaga, Ioana Tihulca, Mariana Dumitrache, Alina Karina Draghici 
Institute for Control of Veterinary Biological Products and Medicines 

 
Cuvinte cheie:  shema de competenta a laboratoarelor, compar ri inter-lab, filtrare prin membrana, 

determinarea num rului de microorganisme 
Key words:  proficiency testing schemes (PTS), Inter-Lab Comparisons, membrane filtration, microbial 

enumeration 
 

Rezumat 
 

Lucrarea descrie rezultatele obtinute de catre Laboratorul Control Microbiologic din cadrul Institutului 
pentru Controlul Produselor Biologice si Medicamentelor de uz Veterinar dupa participarea la shema de 
competenta a laboratoarelor pentru determinarea numarului total de microorganisme prin metoda 
microbiologica (PTS 274). Schema de competenta a laboratoarelor a fost organizata de catre LGC 
Standards, Marea Britanie, organizatie cu competenta in organizarea shemelor de competenta a 
laboratoarelor. Tehnica microbiologica utilizata la determinarea numarului de germeni a fost filtrarea prin 
membrana care consta in transferarea unei cantitati adecvate din proba, preparat  conform prevederilor 
Farmacopeei Europene, prin membrana filtranta, incubarea acesteia pe medii corespunzatoare, urmata 
de citirea si interpretarea rezultatelor. Rezultatul obtinut de catre Laboratorul Control Microbiologic a fost 
de 34 UFC/flacon, iar valoarea atribuita de LGC Standards a fost de 30 UFC/flacon. Scorul Z ob inut a fost 
0,16, iar performanta Laboratorului Control Microbiologic a fost apreciata ca fiind foarte buna pentru 
determinarea numarului minim de microorganisme. 
 

Abstract 
 
The present study describes the results obtained by the Microbiological Control Laboratory from 
Institute for Control of Biological Products and Veterinary Medicines after participating in the proficiency 
testing scheme study on low – level microbial enumeration from pharmaceutical products. The 
proficiency testing scheme was organized by LGC Standards, Great Britain, organisation with 
competences in managing of the proficiency testing scheme for laboratories. Membrane filtration is a 
microbiological technique used for the microbial enumeration test, which consist in the transfer of the 
appropriate amounts from the sample, prepared according to the provisions of the European 
Pharmacopoea, through a membrane filter, incubating it on appropriate culture media, followed by 
reading and interpretation of the results. The result obtained by the Microbiological Control Laboratory 
was 34 CFU/vial, and the value attributed by LGC Standards was 30 CFU/vial.The Z- scores were 0,16 and 
the performance of Microbiological Control Laboratory was very good for low – level microbial 
enumeration from sample. 
 

Introducere 
 
Participarile la teste de competenta 

(teste de evaluare intre laboratoare) sunt 
considerate obligatorii pentru laboratoarele 
acreditate conform cerintelor standardului  
ISO/IEC 17025. 

Verificarea rezultatelor analizelor cu cele 
obtinute de alte laboratoare este una din 
cele mai importante elemente ale controlului 
calitatii. 

Increderea ca un laborator produce 
constant rezultate fiabile este de o 
importanta majora pentru laborator in sine si 
pentru organizatia din care face parte. 
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Laboratorul Control Microbiologic din 
cadrul ICBMV particip  regulat la schemele 
de competen  organizate de c tre 
Directoratul European pentru Calitatea 
Medicamentelor (EDQM).  

La testul de competenta (PTS 274) cele 
38 laboratoare participante au trebuit s  
determine con inutul de microorganisme din 
probele de produse farmaceutice, conform 
cerintelor cuprinse in Farmacopeea 
Europeana, edi ia a 7-a, capitolul 2.6.12. [1]. 

 
1. Materiale i Metod  

 
Principii generale 
 
Tehnica utilizat  pentru determinarea 

nivelului minim de microorganisme aerobe 
din proba a fost filtrarea prin membrana. 

Tehnica permite determinarea 
cantitativa a bacteriilor mezofile si a fungilor 
care pot creste în condi ii de aerobioza si 
trebuie executata inând cont de toate 

surile de precautie, pentru a evita 
contaminarea cu microorganisme a probei 
de examinat. 

Principiul metodei are la baza 
concentrarea microorganismelor din probele 
analizate pe suprafa a membranei filtrante 
(diametrul porilor de cel mult 0,45 mm) 
urmata de incubarea acestora pe medii de 
cultura corespunzatoare.  

 

Materialele 
 

Proba de analizat: produs farmaceutic 
primit in stare corespunzatoare 

Materiale necesare:  
 agar cazeina soia, ap  peptonat . 
 dispozitiv filtrare prin membrana: 
pomp  de vid; ramp  cu posturi pentru 
filtrare, pâlnie de vid 
 

Metoda 
 

Pentru a obtine rezultate relevante in 
controlul microbiologic, este necesar  
respectarea protocolului de lucru în 
laboratorele de microbiologie si asigurarea 
eliminarii microorganismelor str ine, care 

influen eaz  negativ rezultatele. Înainte de 
începerea lucrului locul in care s-a 
desfasurat analiza a fost dezinfectat (alcool 
70%). 

Tipul de filtru a fost ales în a a fel încât 
eficienta re inerii microorganismelor s  nu fie 
afectat  de componentele probei de 
investigat. 

Dispozitivul de filtrare, pensetele i 
foarfecele au fost sterilizate înainte de 
utilizare prin flambare (periodic si prin 
autoclavare).  

Placile Petri au fost preg tite cu mediul 
de cultura adecvat: agar cazeina soia. 

Proba de lucru s-a preparat conform 
protocolului primit de la LGC Standards [2].  

Dupa pregatirea probei de lucru, s-a 
plasat membrana de filtru pe rampa filtranta, 
iar proba de analizat a fost filtrata.  

In timpul procesului, microorganismele 
din proba de analizat au fost retinute pe 
suprafata filtrului prin actiunea de selectie a 
membranei filtrante. Inhibitorii de crestere au 
fost indepartati prin spalarea suportului cu 
apa peptonata sterila dupa filtrare.  

Dup  finalizarea procesului de filtrare, s-
a transferat membrana filtrant  pe suprafa a 
pl cilor Petri pregatite cu agar cazein  soia.  

Pl cile astfel preg tite au fost incubate 
timp de 5 zile, la 30-35°C.  

 
Rezultate i discu ii 

 
In acest studiu microbiologic s-a estimat 

cantitatea de microorganisme din proba 
furnizata de catre LGC Standards [2]. 

Rezultatul final s-a obtinut in urma 
num torilor directe a coloniilor dezvoltate 
pe placile Petri dupa 5 zile de incubare, la 30 
- 35 C. Rezultatul final a fost de 34 si a fost 
exprimat ca UFC / flacon.  

Rezultatele studiilor au fost trimise la 
LGC Standards - Pharmasure pentru 
evaluare. Dup  evaluare datelor primite de la 
laboratoarele implicate în acest studiu, LGC 
Standards a calculat, valoarea medie, 
deviatia standard, deviatia standard relativa 
si scorul Z.  
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Datele sunt raportate de obicei folosind 
o valoare de cut-off, ca scor  Z situat în 
intervalul cuprins între - 2 i + 2. 

LGC Standards a stabilit c  pentru 
proba supus  test rii, media tuturor 
rezultatelor (de la 38 de laboratoare) a fost 
de 1,49 log 10 i devia ia standard de 0,16 
log 10. 

Pentru Laboratorul Control Microbiologic 
scorul Z a fost de 0,16 (34 UFC / flacon) 
pentru num rul de microorganisme din 
produsul farmaceutic analizat.  

Valoarea LGC Standards atribuit  
probelor a fost de 30 UFC / flacon pentru 
num rul de microorganisme din produsul 
farmaceutic inclus în schema de comparare.  

 
Concluzii 

 

Rezultatele obtinute de Laboratorul 
Control Microbiologic au condus la 
incadrarea scorului Z in intervalul stabilit de 
principiile statisticii (+ 0,16). 

Performan a Laboratorului Control 
Microbiologic a fost foarte bun , în 
consecin , LGC Standards a transmis 
"Atestatul participarii la schema de teste de 
competenta" [3]. 
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Rezumat 

 
Nanobiotehnologia este un câmp nou de cercetare, constituind interfa a dintre stiin ele vie ii i 
nanotehnologie. In acest domeniu unde dimensiunile cu care se lucreaz  sunt cuprinse între: 1 nm i 100 
nm. Acest domeniu propune exploatarea calit ii biomoleculelor i a proceselor pe care le implic  pentru 
dezvoltarea unor materiale sau dispozitive cu activitate cert  în medicin . Nanotehnologia terapeutic  
caut  s  ofere caracteristici specifice care pot reduce morbiditatea i mortalitatea la om i animale, dintre 
care cele mai importante sunt: o terapie invaziv  minimal , func ii cu densitate înalt , concentrarea în 
volume foarte mici. Primele origini ale no iunii de nano-medicin  provin din ideea vizionar  a lui 
Feynman a unor nanorobo i i a unor mecanisme asem toare care ar putea fi proiectate, construite, i 
introduse în organism pentru a efectua repara ii celulare la nivel molecular. Odat  cu cristalizarea 
priorit ior medicinei secolului XX i mai ales XXI, i namomedicina a luat avânt. Prezentul review 
propune introducerea cititorilor în acest domeniu fascinant. Sunt prezentate informa ii despre 
nanoterapia în cancer, exemple de sisteme, aplica iile asupra ADN-ului, separarea magnetic i 
manipularea celulelor i biomoleculelor, aplica iile nanotehnologiei în ingineria esuturilor etc. De 
asemenea sunt prezentate aplica iile nanotehnologiei în ingineria esuturilor i nano-robo ii. 
 

Abstract 
 
Nanobiotechnology is a new field in research, constituting the interface between the life sciences and 
nanotechnology. In this field, the size of the working range is between 1 nm and 100 nm. This new 
domain it proposes the exploitation of quality biomolecules and processes involved in the development 
of materials or devices with definite activity in medicine. Therapeutic nanotechnology seeks to provide 
specific features that can reduce morbidity and mortality in humans and animals, of which the most 
important are: a minimal invasive therapy, high density functions and the concentration in very small 
volumes. The first origins of the concept of nano-medicine are from Feynman's, who had the visionary 
idea of the nanorobots and similar mechanisms that could be designed, constructed, and placed in the 
body to perform cellular repairs at the molecular level. With the priorities crystallization in the medicine 
domain of XX and especially of the XXI’s century, also nanomedicine gained the momentum. In this 
respect the review proposes to introduce the reader to this fascinating field. There are provided 
information about cancer’s nanotherapy, examples of systems, applications of DNA, magnetic separation 
and manipulation of cells and biomolecules, nanotechnology applications in tissue engineering and 
many more. Also there are presented applications of nanotechnology in tissue engineering and about 
nano-robots 
 

1. Despre nanoterapia în cancer 
 

Dimensiunile mici ale nanoparticulelor îi 
înzestreaz  cu propriet i care pot fi foarte 
folositoare în oncologie, mai ales în 
imagistic .  

Punctele quantice (nanoparticule cu 
propriet i de confinare cuantic , ca de 
exemplu emisia luminoas  ajustabil  dup  

dimensiune), utilizate în leg tur  cu MRI-ul, 
pot produce imaginici exceptionale ale 
localiz rii tumorale.  

Aceste nanoparticule sunt mult mai 
luminoase decât coloran ii organici i 
necesit  doar o surs  luminoas  pentru 
excitare. Acest lucru înseamn  c  particulele 
cuantice fluorescente pot produce o imagine 
de contrast mai bun .  
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O alt  proprietate a acestora este 
suprafa a mare raportat  la volum, care 
permite ata area multor grup ri func ionale 
la nanoparticule, care apoi caut i se 
conecteaz  la anumite celule tumorale.  

Dimensiunea mic  a nanoparticulelor 
(10 la 100nm) le permite acumularea 
preferen ial  la localizarea tumoral  (pentru 

 tumorile nu au un sistem limfatic efectiv) 
[9].  

 
Terapia anti-canceros  fotodinamic  

 
Se bazeaz  pe distruc ia celulelor 

canceroase cu ajutorul oxigenului atomic 
generat de laser, care este citotoxic.  

Celula canceros  preia o cantitate mai 
mare, fa  de celulele s toase, din 
colorantul special care se folose te pentru 
ob inerea oxigenului atomic, deci doar 
celulele canceroase vor fi distruse (figura 1).  

Din nefericire moleculele de colorant 
mase migreaz  în piele i ochi i produc 

reac ii de sensibilizare la expunerea solar , 
timp de aproape 6 s pt mâni.  

Pentru evitarea acestui efect secundar, 
varianta hidrofobic  a acestui colorant este 
închis  într-o nanoparticul  poroas . 
Colorantul r mâne în nanoparticul , nu se 
împr tie în tot organismul, dar nici nu î i 
pierde capacitatea de a produce oxigen 
atomic, care va fi eliberta prin pori de 1 nm 
[6]. 

 

 
 

Figura 1. Utilizarea nanoparticulelor în terapia i 
diagnosticul imagistic al cancerului [9] 

 
Halas i West de la Rice University din 

Houston au dezvoltat un sistem de 

transportare a substan elor medicamentoase 
denumit nanoshell = nanosfere din metal 
dielectric (siliciu acoperit cu aur). 

Aceste nanosfere încorporate în polimeri 
hidrogel care con in substan e 
medicamentoase anti-tumorale, sunt 
injectate în organism i se acumuleaz  lâng  
celulele tumorale (fig. 2).  

Când sunt înc lzite cu un laser 
infraro u, nanosferele (pu in mai mari decât 
virusul poliomielitei) absorb selectiv o 
frecven  specific  de infraro ii, topesc 
polimerul i elibereaz  substan a activ  într-
un loc specific [1, 2]. 

 

 
 

Figura 2. Nanosfere de aur [10] 
 
Dendrimerele sunt molecule sintetice 

de forma stelat  cu diametrul de 5-20 
nanometri, formate din structuri ramificate 
(figura 3). Baker i Tomalia cit. Freitas, 
(2004) sintetizeaz  nano-dispozitive multi - 
componente numite tecto-dendrimere.  

Acestea au în mijloc un dendrimer de 
care se ata eaz  alte tipuri de module 
dendrimerice, fiecare tip fiind proiectat 
pentru a îndeplinii func ii necesare pentru a 
forma un nanodispozitiv terapeutic inteligent. 

Un num r mare de combina ii se pot 
realiza pentru a fabrica (produce) nano-
dispozitivul dintr-o „libr rie” de componente 
dendrimerice, care îndeplinesc urm toarele 
func ii:  

 recunoa terea celulelor bolnave,  
 diagnosticul bolilor,  
 transport  substan e active,  
 determinarea loca iei i  
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 determinarea rezultatului terapiei.  
 

De exemplu, odat  ce dendrimerele 
raportoare de apoptoz , intensificatoare de 
contrast i eliberatoarele de 
chemoterapeutice sunt ata ate la 
dendrimerul central, exist  posibilitatea de a 
produce cantit i mari din acest tecto-
dendrimer.  

Acest schelet poate fi modificat pentru a 
fi utilizat împotriva unui tip anume de cancer 
prin substituirea dendrimerelor pentru 
recunoa tere tumoral , creând un nano-
dispozitiv „personalizat” pentru a distruge 
doar un anumit tip de cancer, evitând 
celulele s toase.  

 

 
 

Figura 3. Exemple de dendrimere de la genera ia 
0 la 4 [13] 

 
La nanodispozitive sintetizate utilizând 

genera ia 5 de dendrimere din poli-amido-
amid  cu centrul din etilendiamin , cu acid 
folic, fluorescein i metotrexat ata at 
covalent la suprafa a, ace tia intesc celula 
tumoral , ajut  în imagistic i au 
capacitatea de a livra intracelular substan a 
medicamentoas  (livrarea intit  a 
îmbun it r spunsul citotoxic al celulelor la 
metotrexat de 100 de ori fa  de cel liber).  

 

Câteva tipuri de celule canceroase au 
fost asociate cu cel pu in o protein  unic  pe 
care dendrimerele de localizare ar putea s  
le foloseasc  pentru identificarea celulelor 
canceroase, i datorit  progresiei genomice 
este foarte probabil s  se identifice proteine 
unice pentru fiecare tip de tumor .  

Acela i tip de recuno tere a proteineloar 
de suprafa  ar putea fi utilizat împotriva 
celulelor infectate cu virusuri sau parazi i [1, 
2]. 
Hipertermia produs  de fluide magnetice 

 

Bazat pe faptul c  particulele magnetice 
biocompatibile produc c ldur  prin diverse 
tipuri de pierdere energetic  în timpul 
aplic rii unui câmp magnetic AC.  

Este o metod  promi toare în terapia 
cancerului, datorit  faptului c esuturile se 
înc lzesc la 42-46 °C, ceea ce reduce, în 
general, viabilitatea celulelor canceroase i 
le cre te sensibilitatea la chemoterapice i 
radia ii.  

Spre deosebire de chemoterapie i 
radia ii, hipertermia are mai pu ine efecte 
secundare. Pentru tratamentul prin 
hipertermie au fost utilizate diferite tipuri de 
nanoparticule biocompatibile magnetice, 
cum ar:  

 fluidele magnetice stabilizate cu 
dextran,  

 alte tipuri de fluide magnetice 
biocompatibile,  

 nanoparticule modificate cu 
aminosilan,  

 magnetolipozomi cationici sau  
 magnetolipozomi cu afinitate [4]. 

 
Agen i de contrast 

 
Particulele superparamagnetice sunt 

utilizate ca agen i de contrast în rezonan a 
magnetic  (MRI) (figura 4). 

Agen ii de contrast particula i includ 
particule: 

 foarte mici (UPSIO = ultrasmall super-
paramagnetic iron oxides) cu diametrul 
între 10 i 40nm; 
 particule mici (SPSIO = small super-
paramagnetic iron oxides) diametrul 
între 60-150 nm; 
 particule mari (sau orale) cu diametrul 
între 300nm-3,5µm. 

 
Agen ii de contrast pe baz  de oxizi de 

fier care se g sesc în comer  sunt stabiliza i 
de obicei cu: dextran, carboximetil dextran, 
carboxidextran sau copolimer de steren 
divinil benzen [5]. 
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Figura 4. Creierul la oarece utilizând ca agen i 
de contrast, nanoparticule (stânga) i tehnici 

conven ionale (dreapta) [14]. 
 

Noile abord ri din imagistic  utilizeaz  
reporteri bioluminiscen i i fluorescen i coda i 
genetic (etichete de identificare ilumanate 
sau luminiscente) oferind o perspectiv  
revelatoare asupra organismului viu, cum nu 
s-a mai observat înainte. Informa iile oferite 
de ace ti reporteri pot fi utilizate pentru a 
spori cuno tin ele în biologie i dezvoltarea 
abord rilor terapeutice pentru boli care 
includ cancerul, infec iile diverse, bolile 
neurovegetative i cardiovasculare. 

 
Exemple de sisteme: 
 
SPECT/CT  
Sistem hibrid, captureaz  / capteaz  

atât informa iile func ionale în procesele 
celulare i moleculare (cre tere i activitate) 
cât i detaliile anatomice (dimensiune i 
form ) a unei structuri moleculare dorite, mai 
rapid, eficient i mai clar decât dispozitivele 
imagistice standard.  

Imaginile ob inute prin aceste sisteme 
pot ajuta la identificarea rapid  a tumorilor, 
studierea unui tratament adecvat, livrarea 
unei terapii intite pentru a distruge celulele 
dorite i urm rire pentru evaluarea eficacit ii 
tratamentului. 

Agen ii de contrast pentru ultrasunete au 
fost fabrica i din „microbule” care împr tie 
lumina i permit clinicianului s  vad  care 
parte a mu chiului cardiac func ioneaz  slab. 

 NEUTROSPEC este un agent de 
radiodiagnosticare care eticheteaz  celulele 
albe din sânge i precursorii mieloizi f  
necesitatea îndep rt rii i re-inject rii 
sângelui în pacien i.  

Noul produs este, de exemplu, pentru 
pacien ii cu semne neclare de apendicit  
care au vârsta de peste 5 ani.  

Faciliteaz  deasemenea vizualizarea 
imaginilor generate prin camera gamma, 
permi ând medicilor s  determine u or i 
rapid sediul infec iei [3]. 

Caracteristicile nanoparticulelor din 
fluidele magnetice (opacitate i absorb ia 
razelor X) permit utilizarea lor în examenele 
radiologice. Puterea de contrast a 
nanoparticulelor, în cazul razelor X, este mai 
mare comparativ cu alte substan e, ceea ce 
rezult cre terea puterii de contrast cu pân  
la 50% [7, 8]. 

 
2. Aplica iile nano-tehnologiei asupra 

ADN-ului 
 

Secven ierea ADN ultrarapid  
 

Branton i col. de la Harvard University, 
folosesc un câmp electric pentru a conduce 
o varietate de polimeri ADN i ARN prin 
nanoporul central al unei -hemolizine care 
avea ca suport un strat bilipidic asem tor 
cu membrana celular .  

Branton a ar tat c  nanoporul poate s  
fac  diferen a între segmentele de pirimidin  
i purin  dealungul unei molecule de ARN, 

iar în 2000 a demonstrat discriminarea dintre 
diverse lan uri de ADN cu acea i lungime 
dar cu o compozi ie diferit .  

Cercet rile curente sunt direc ionate 
spre fabricarea unor pori cu dimensiuni i 
geometrie specific  de o mare precizie, care 
ar putea recunoa te fragmentul de ADN 
dublu catenar, dar i pe cel monocatenar, 
care trece prin pori; i investigarea 
beneficiilor ad ug rii unor conductori 
electrici la nanopori pentru a îmbun i 
rezultatele. Ace ti nanopori ar putea permite 
citirea a 1000 de baze/secund / por [2, 8]. 
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Biomolecule radio-controlate 
 

Jacobson a ata at antene minuscule 
pentru radiofrecven  pe nanocristle de aur, 
cu m rimea de 1,4 nm i sub 100 de atomi, 
care apoi au fost ata ate ADN-ului.  

Când se emite o radiofrecven  de 
aproximativ 1 GHz c tre antene, curen ii 
turbionari alternativi indu i în nanocristale 
produc înc lzire inductiv  foarte bine 
localizat , în 2 secunde producând 
separarea ADN-ului dublu catenar în dou  
catene separate într-un prosec de 
dehibridizare reversibil, care las  moleculele 
vecine neatinse.  

Aplicarea pe termen lung ar prevede 
ata area antenelor pe sisteme vii i controlul 
expresivit ii genelor printr-o comutare 
electric  de la distan . 

Nanocristalele de aur pot fi ata ate 
deasemenea la proteine, deschizând astfel 
posibilitatea control rii electronice a unor 
procese biologice mai complexe cum ar fi 
plierea proteinelor i activitatea enzimatic  
(2). 

 
Tehnologia nano-ADN 

 
Descoperirea PCR-ului (polymerase 

chain reaction) – reac ie polimerazic  în lan  
a deschis drumul spre o nou  er  de 
cercet ri biologice. Impactul se simte nu 
doar în aria biologiei moleculare, dar i în 
alte domenii tiin ifice asociate.  

Au fost dezvoltate noi clase de 
conjugate semisintetice ADN-protein , re ele 
oligomerice formate din streptavidin i ADN 
dublu catenar, care se pot transforma în 
nanocercuri supramoleculare bine definite. 

Conjugatele ADN-streptavidin  pot fi 
utilizate ca blocuri modulare de construc ie 
pentru produc ia unor noi reagen i 
imunologici pentru analiza ultrasensibil  a 
urmelor de proteine i a altor antigeni, prin 
mijloacele metodologiei imuno-PCR. 

Imuno-PCR-ul este o combina ie a 
specificit ii unui test imuno bazat pe 
anticorpi cu puterea exponen ial  de 
amplificare a PCR-ului. Prin urmare rezult  o 

cre tere de 1000 de ori a gradului de 
sensibilitate comparativ cu metoda ELISA 
(enzyme linked imunosorbent assay). 

Conjugatele ADN-streptavidin , auto-
asamblate, au fost utilizate i în 
nanotehnologie, conjugatele sunt utilizate ca 
sisteme model pentru re elele de 
nanoparticule cu comutare ion dependent ; 
ca blocuri de construc ie programate, pentru 
construc ia ra ional  a biomoleculelor cu 
arhitectur  complex , care pot fi utilizate ca 
abloane pentru dezvoltarea nanometric  a 

dispozitivelor anorganice. 
Conjugatele covalente de ADN 

monocatenar i streptavidin  sunt utilizate ca 
adaptori biomoleculari pentru imobilizarea 
macromoleculelor biotinilate la substrat solid 
prin hibiridizarea acidului nucleic.  

Aceast  imobilizare, ADN-dirijat , 
permite func ionarea selectiv i reversibil  a 
substratelor solide cu metalele i 
nanoparticulele semiconductoare, ori 
viceversa; permite func ionalizarea ADN-
dirijat  a nanoparticulelor de aur cu 
proteinele, cum ar fi imunoglobulinele i 
enzimele. Fabricarea nano-structurilor 
biometalice func ionale din nanoparticule de 
aur i anticorpi sunt utilizate ca instrumente 
de diagnostic în bioanalitic  [3]. 

 
Nanobiotehnologia în analiza 

polimorfismului nucleotidelor unice. 
 
Urm rind publica ii ale varia iilor h ii 

secven elor genomice, care con ine peste 2 
milioane de polimorfisme nucleice unice 
(SNPs), urm toarea provocarea ar fi 
dezvolatarea unei noi tehnologii care s  
utilizeze aceast  informa ie într-o manier  
cost efectiv .  

Metodele de genotipare trebuiesc 
îmbun ite pentru a cre te randamentul 
(productivitatea), pentru a permite 
cercet rilor farmaceutice, biotehnologice i 
academice s  descopere leg turile dintre 
unele variante genomice i boal , cu 
poten ial consecvent pentru dezvoltarea de 
noi diagnostice i terapii. 
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Noile abord ri ale extrac iei i 
amplific rii ADN-ului au scurtat mult timpul 
necesar acestor procedee la cateva 
secunde. Dispozitive microfluidice permit 
detectarea polimorfismului prin separarea 
rapid  a fragmentelor utilizând electroforeza 
capilar i cromatografie lichid , împreun  
cu amestecarea i transportul reagen ilor i 
biomoleculelor în sisteme integrate. 

Obiectivele de baz  în dezvoltarea 
sistemului de extrac ie i purificare care vor fi 
compatibile cu genotiparea SNP cu 
randament crescut: 

 Eliberarea ADN-ului din celule în 
solu ie f  accidentarea enzimatic  
sau mecanic  a acestuia 

 Îndep rtarea debriurilor celulare 
(proteiene) care ar putea împiedica 
amplificarea sau hibridizarea ADN-
ului 

 Prepararea de probe de ADN 
economice i cu radandament ridicat 
cu protocoale simplificate, care reduc 
num rul procedeurilor implicate 

 Evitarea chimicalelor periculoase pe 
cât posibil pentru a minimiza costurile 
cu manipularea i neutralizarea lor 

 Consecven  atât în calitatea cât i în 
cantitatea randamentului ADN-ului 
dintre probe astfel încât cuantificarea 

 nu fie necesar  iar amolificarea 
i/sau hibiridizarea ulterioar  s  fie 

de un grad înalt de reproductibilitate.  
 

Pentru a putea stabilii asocia ii 
semnificative între gene i boli ar trebui 
determinat un genotip de ordinul 107 pe zi 
[3]. 

 
3. Separarea magnetic  

 
Separarea magnetic  este o metod  

foarte simpl , rapid , eficient i delicat  
pentru izolarea rapid  a moleculelor dorite, 
organitelor celulare i celulelor din 
amestecuri biologice complexe i probe 
crude brute cum ar fi sângele, m duva 
osoas , omogenatele tisulare, urina, fecale 

sau alte materiale biologice. Separarea 
magnetic  în eprubete este tehnologia de 
preferin  când e nevoie de o produc ie 
ridicat  de compu i puri i biologic activi i 
structuri biologice la scar  mic  

Separarea magnetic  a fost folosit  în 
principal pentru separarea imunomagnetic  
(IMS) a celulelor eucariote (ex.celule 
canceroase, celule stem, sau limfocite T). 

Progresul acestei proceduri a fost 
activat de c tre dezvoltarea anticorpilor 
monoclonali i caracterizarea îmbun it  a 
anigenilor specifici celular. Este posibil  
separarea multor tipuri de celule specifice 
din popula ii celulare mixte din sânge, 

duv  osoas i alte surse f  pierderi 
celulare sau deterior ri. Sunt disponibile mai 
multe dispozitive comerciale care permit 
separarea celulelor dorite dintr-un volum 
mare de sânge sau suspensii celulare. 

 Sistemul CliniMACS (Miltenyi Biotec, 

Germania) este bazat pe 
MACSTechnology care utilizeaz  
MACSMicroBeads (particule super-
paramagnetice de nano-dimensiuni, 
aproximativ 50 nm diametru, compu i 
dintr-o matrice de fier dextran cupalt 
cu anticorpi specifici)  o unitate de 
separare magentic .  

 CliniMacs permite separarea 
automat  a celulelor la scar  clinic  
într-un mediu închis i steril.  

 Componentele cheie ale CliniMacs 
Plus Instrument sunt 
microcomputerul integrat, unitatea de 
separare magnetic , pompa 
peristaltic i diferitele supape. 

 Sistemul Isolex 300 este un separator 
magentic de celule CD34 pozitive, ex 
vivo, din sânge periferal mobilizat, 
utilizând anticorpi monoclonali anti 
CD 34 i microsfere 
superparamagnetice. Dispozitivul 
const  dintr-un instrument pentru 
separarea Dynabeads din suspensia 
de celule mononucleare din sângele 
periferic mobilizat.  
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Separarea imunomagnetic  (IMS), a 
bacterilor patogene importante (Salmonella, 
Legionella i E.coli verotoxigen) i a unor 
parazi i tip protozoare (Cryptosporidium, 
Giardia), a fost utilizat  cu succes în 
microbiologia alimentar , medical i chiar i 
a apei. Ca etichet  se folosesc atât 
particulele magnetice nanomtetrice cât i 
cele micrometrice cau anticorpi specifici 
imobiliza i.  

IMS permite scurtarea timpului de 
detec ie, un caracter important din punct de 
vedere medical. Ca o alternativ  la IMS s-au 
utilizat pentru scopuri similare particule 
magnetice cu lectine imobilizate. Particule 
magnetice cu anexin  A5 (V) imobilizat  au 
fost utilizate pentru separarea simpl i 
eficient  a celulelor apoptotice din culturi 
celulare normale.  

Aceast  procedur  este bazat  pe faptul 
 anexina V este o protein  Ca2+ 

dependent  care leag  fosfolipidele, cu 
afinitate mare pentru fosfatidilserin  (PS), 
care este redistribuit  din interiorul 
membranei palsmatice spre exterior în cazul 
celulelor apoptotice sau moarte.  

Odat  ce se g se te pe suprafa a 
celular , PS este accesibil  pentru legarea 
la anexina V i cu oricare dintre conjuga ii ei 
[1, 4, 8]. 
 

 
 

Figura 5. Separare magnetic  [19] 

Magnetofec ia 
 

Localizarea magnetic  a acizilor nucleici 
lega i la particule magnetice în celulele 
receptoare este baza „magnetofec iei” care 
este o metod  simpl i foarte eficient  de 
transfec ie (figura 6).  

Nanoparticulele magnetice de oxid de 
fier sunt de obicei învelite cu molecule 
cationice specifice care se pot asocia cu 
vectori de gen  (ADN, ARN antisens, ODN-
oligo-deoxinucleotida, virusuri). Apoi celulele 
magnetice sunt concentrate pe celulele 
target prin influen a unui câmp magnetic 
extern generat de magne i. Asimilarea 
celular  a materialului genetic este realizat 
prin endocitoz i pinocitoz , dou  procese 
biologice naturale. Prin urmare arhitectura i 
structura membranar  r mân intacte, fa  de 
alte metode de tranfec ie fizice, care 
deterioreaz  membrana celular . Acizii 
nucleici sunt elibera i în citoplasm  prin 
diferite mecanisme în func ie de formularea 
folosit . Cuplarea nanoparticulelor 
magnetice cu vectorii de gene de orice fel 
rezult  într-o cre tere dramatic  a asmil rii 
acestor vectori i prin urmare rezult  o înalt  
eficien  de tranfec ie. Celulele transfectate 
pot fi separate de cele netransfectate 
utilizând tehnici de separare magnetic  
adecvate [4]. 

 

 
 

Figura 6. Magnetofec ia 
 

Nanoparticulele cu ADN i ARN antisens sunt incubate 
împreun  cu celulele, un câmp magnetic este a ezat sub 
suprafa a pl cii în care se afl  culturile celulare ceea ce 
apropie nanoparticulele de celule (i) i le atrage dintr-o parte 
în alta a celulei (ii) favorizând mecanic endocitoza (iii). Odat  
ce complexul particul /ADN a fost endocitat se produce 
ruperea endozomului (iv) i eliberarea ADN-ului (v), care apoi 
transcrie proteina intit  (vi) [16] 
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4. Manipularea celulelor i 
biomoleculelor 

 
Nanoparticulele magnetizate i-au g sit 

multe aplica ii, incluzând separarea i 
cercetarea celular . Majoritatea particulelor 
magnetice sunt sferoidale, ceea ce a limitat 
în oarecare m sur  posibilit ile de a le face 
multifunc ionale. Ar putea fi fabricate 
nanoparticule cilindrice prin electro-depozi ia 
metalelor într-un model nanoporos de oxid 
de aluminiu (III).  

În func ie de model, raza cilindrului ar 
putea fi de la 5-500 nm cu lungimea pân  la 
60 µm, diferi i liganizi pot fi ata i la diferite 
segmente; exemplu porfirine ata ate cu 
linkeri de tiol sau carboxil au fost ata i 
simultan de segmente de aur, respectiv 
nichel. Este posibil  crearea de nanofire cu 

i fluorescente izolate spa ial.  
S-a ar tat c  exist  posibilitatea ca un 

nanofir s  se autoasambleze într-o 
suspensie, prin control magnetic extern, 
acest lucru ar putea permite o asamblare 
celular  controlat , de diferite forme [6]. 

 
Terapia prin înlocuire cromozomial  

 
Nanorobo ii ar putea intervenii la nivel 

celular, efectuând citochirurgie in vivo. Cea 
mai probabil  localizare a unei func ii 
patologice într-o celul  este nucelul, mai 
specific cromozomul. Într-o procedur  
citochirurgical , înlocuirea cromozomial , un 
nanorobot, controlot din exterior, ar putea 
extrage cromozomii, specifici unei anumite 
boli, i s  ii înlocuiasc  cu al i cromozomi 
produ i dup  tiparul original al individului, 
specifici celulei „operate”, dar f  gena 
defect . Astfel genele defecte mo tenite pot 
fi înlocuite, astfel putându-se trata bolile 
genetice [2]. 

 
Detectarea de proteine 

 
Proteinele sunt importante în limbajul, 

structura i func ionarea celular , i 
în elegerea modului de func ionare a 

acestora este extrem de important  pentru 
progresele viitoare. Nanoparticulele de aur 
sunt larg utilizate în imunohistochimie, 
pentru identificarea interac iunilor protein -
protein .  

Totu i capacit ile acestei tehnici sunt 
limitate. Spectroscopia difuz  Raman este o 
tehnic  bine pus  la punct pentru detectarea 
i identificarea moleculelor individuale de 

colorant. Prin combinarea celor dou  metode 
pe o singur  nanoparticul  se pot îmbun ii 
drastic capacit ile de multiplexare în 
examinarea proteinelor. 

Prof. Mirkin a proiectat o „sond ” 
multifunc ional  care este construit  în jurul 
unei nanoparticule de 13 nm.  

Nanoparticula este învelit  în 
oligonucleotide hidrofilice care con in 
colorant Raman la un cap t i sunt terminate 
cu un element de recunoa tere (biotina). 
Aceast  molecul  este catalitic activ i va fi 
învelit  în solu ie de argint i hidrochinon .  

Solu ia de argint i hidrochinon  
reac ioneaz  cu substratul, i se produce 
legarea sondei la molecule i o placare cu 
argint aproape de colorantul Raman, care 
permite detectarea la un microscop Raman 
standard. În afar  de faptul c  aceast  
sond  este capabil  s  recunoasc  molecule 
mici, ea poate fi modificat  s  con in  
anticorpi la suprafa a pentru recunoa terea 
proteinelor. Sonda nu prezint  reactivitate 
încruci at  în determinarea proteinelor i a 
moleculelor de dimensiuni mici [6]. 

 
Nanofiltrele cu barier  (gated nanosieves) 

 
Debitul substan elor prin nanopori poate 

fi controlat i extern. Prima sit  nano cu por i 
voltaj dependente a fost fabricat  de 
Nishizawa i col. în anul 1995 la Colorado 
State University, avea o matrice de nanotubi 
din aur cu diametrul intern de 1,6 nm.  

Când nanotubii sunt înc rca i pozitiv, se 
permite doar transportul ionilor negativi, cei 
pozitivi fiind exclu i; cu un voltaj negativ vor 
fi transporta i doar ionii pozitivi. 
Nanodispozitive similare combin  acum 
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por ile voltaj dependente cu dimensiunea 
porilor, forma i tipul de înc rcare pentru a 
ob ine un control precis al ionilor transporta i 
cu semnificatic  specificitate molecular  
(figura 7). 

 

 
 

Figura 7. Nanofiltru [17] 
 
Eforturile recente ale lui Martin i Kohli 

au fost direc ionate spre imobilizarea unor 
molecule biochimice, agen i de 
recunoa tere, cum ar fi enzime, anticorpi, 
alte proteine i ADN, în untrul nanotubilor 
pentru fabricarea unor nanosenzori biologic 
activi, pentru separarea substan elor active 
sau pentru biocataliza selectiv  [2]. 
 

Imunoizolarea unor celule fa  de 
organism 

 
Unul din cele mai simple nanomateriale 

este reprezentat de o suprafa  cu g uri, 
nanopori.  

În 1997 Desai i col. au creat ceea ce s-
ar putea considera unul din primele 
dispozitive terapeutice nanomedicale, 
utilizând microprelucrarea în ”vrac”, pentru a 
fabrica ”camere” minuscule în interiorul unor 
casete din silicon cristalin, în care se pot 

eza celule.  
Camerele interfereaz  (comunic ) cu 

mediul biologic înconjur tor printr-o 
membran  filtrant  din silicon policristalin, cu 
nanopori simetrici de aproximativ 20nm.  

 
Figura 8. Diagrama unor membrane 

biodegradabile nanoporoase;  
a-dispozitiv integrat; b- microcapsule; c- capsule 

PCL cu porti nanoporoase [20]. 
 

Ace ti pori sunt destul de mari pentru a 
permite trecere moleculelor mici ca oxigenul, 
glucoza i insulina, dar sunt destul de mici 
pentru a împiedica pasarea moleculelor mai 
mari din sistemul imun ca imunoglobulinele 
i particule virale.  

În spatele acestei bariere artificiale, 
celulele pancreatice, de obolan, încapsulate 
i imunoizolate primesc nutrien i i r mân 

toase timp de  mai multe s pt mâni, 
secret  insulin  prin pori, în timp ce r mân 
ascunse fa  de sistemul imun, care în mod 
normal le-ar ataca i ar respinge celulele 
str ine.  

Microcapsule cu celule insulare 
pancreatice de porc ar putea fi implantate 
subcutan la pacien ii bolnavi de diabet, 
restaurând temporal feedback-ul glucozei în 
oraganism, în timp ce se evit  folosirea unor 
imunosupresante puternice, care ar putea 
duce la riscuri crescute de infec ii.  

Furnizarea unor celule encapsulate 
organismului ar putea fi de valoare în 
tratarea altor boli cu insuficien  hormonal  
sau enzimal .  

Pe viitor se i-a în considerare folosirea 
unor neuroni încapsula i care ar putea fi 
implanta i în creier i apoi stimula i electric 
pentru eliberare de neurotransmi tori i 
folosirea acestora în tratamentul bolii 
Alzheimer sau Parkinson.  
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Desai a activat în studierea 
imunoizol rii, transportului de medicamente 
i senzori pe baz  de celule [2]. 

Farmaceutice bazate pe fulerene 
 

Derivate solubile ale fulerenelor cum ar 
C60 (un aranjament din 60 atomi de carbon 
pe molecul  de forma unei mingi de fotbal) 
prezint  mari promisiuni ca agen i 
farmaceutici. 

 
 

Figura 9. Fuleren  C60(H20)80 (15) 
 

Ace ti compu i, care sunt deja tema 
unor studii clinice, au o biocompatibilitate 
bun i toxicitate relativ sc zut  chiar i la 
doze relativ mari.  

Fulerenele pot fi utilizate ca i compu i 
antivirali (mai ales împotriva HIV), agen i 
antibacterieni (E. coli, Streptococcus spp., 
Mycobacterium tuberculosis), agen i 
terapeutici fotodinamici antitumorali i 
anticancer, ca agen i antioxidan i i 
antiapoptotici în terapia sclerozei laterale 
amiotrofice i bolii Parkinson [1, 2]. 
 

Ac iunea asupra trombilor vasculari 
 

Sonolysis – microbule cu gaz pentru 
aplica ii terapeutice.  

Pentru dizolavarea trombilor vasculari, 
microbulele sunt administrate intravenos sau 
injectate local într-o structur  vascular  
specific , cum ar fi o gref  vascular .  

Ultrasunetul va fi aplicat extern (sau 
printr-un cateter intern) deasupra zonei cu 
coagulului pentru a asigura ac iune intit  
localizat . Microbulele perfuzeaz  coagulul, 
i ac ioneaz  ca dispozitive micro-

mecanice;prin ultrasunete se sparg bulele 

din câmpul de ac iune, ceea ce duce la 
dezintegrarea coagulului.  

Nanochirurgia ”sonolysis” (sonolizare) 
reprezint  o terapie nanoinvaziv  localizat  
pentru tratamentul trombozei vasculare 
(figura 10).  

Comparat cu terapiile alternative pentru 
tromboz , sonoliza are meritul de a fi mai 
pu in invaziv  decât trombectomia mecanic  
i mai rapid  decât terapia medicamentoas  

conven ional , cu mai pu in risc de 
sângerare [3]. 

 

 
 

Figura 10. Tehnica Sonolysis [11]. 
 

5. Ingineria esuturilor 
 

Suprafa a osoas  nu este neted , ea 
prezint  denivel ri (rugozit i) care pot 
ajunge pân  la 100 nm dimensiune.  

Dac  suprafa a implantului osos artificial 
ar fi neted , organismul l-ar respinge, ar 
exista posibilitea ca implantul s  fie acoperit 
de un strat de esut fibros, lucru care reduce 
contactul dintre implant i os, care duce la 
sl birea implantului i produce inflama ie.  

A fost demonstrat c  prin crearea unor 
rugozit i de dimensiuni nanometrice, pe 
protezele de old, genunchi, se poate reduce 
rata respingerii i se stimuleaz  produc ia de 
osteoblaste. 

Osteoblastele sunt celule responsabile 
de cre terea matrixei osoase. Efectul a fost 
demonstrat cu materiale polimerice, 
ceramice dar mai recent i pe metal.  

Mai mult de 90% dintr-o suspensie de 
celule osoase au aderat la nanostructurile de 
pe suprafa a metalic .  

În final aceste constat ri vor ajunge la 
proiectarea unor proteze mai durabile 
(rezistente), i reduc ansele ca implantul s  
sl beasc . S-a ar tat c  utilizând abordarea 
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biomimetic , cre terea înceat  a unui film 
nanostructurat de apatit  din lichidele 
corporale stimulate, a rezultat formarea unui 
strat nanoporos puternic aderent.  

Startul a fost construit din 60 nm de 
cristale, i posed  o structur  nanoporoas  
stabil i bioactivitate [6, 8]. 

 
Aplica iile nanotehnologiei în ingineria 

esuturilor 
 

Prin ingineria esuturilor se refer  la 
dezvoltare de noi esuturi in vitro, care mai 
apoi vor fi plasa i chirurgical în corp, sau 
stimularea refacerii in situ utilizând implante 
bioartificiale din celule vii, introduse aproape 
de locul v mat [3].  

Un aspect crucial în transplantul celular 
este urm rirea i monitorizarea grefelor 
celulare în beneficiarul transplatului.  

Pentru a verifica celulele in vivo au fost 
utilizate nanoparticule superparamagnetice 
de oxid de fier pentru etichetare celular , 
permi ând vizualizarea ulterioar  in vivo pe 
MRI. MRI-ul este o metod  neinvaziv  care 
se poate utiliza nu doar pentru a se confirma 

 celulele s-au grefat, dar poate monitoriza 
i timpul scurs în migra ia celular i 

supravie uirea acestora în esutul dorit.  
Aceste informa ii ajut  la optimizarea 

procesului de transplant în ceea ce prive te 
num rul de celule necesare, metoda, sau 
locul administr rii celulelor i fereastra 
terapeutic  eficient  în ceea ce prive te 
timpul scurs din momentul lezion rii i 
eficacitatea transplantului [4]. 

Se folose te materie (material) de la 
acela i individ, pacient (autolog), sau de la 
al i indivizi (alogenic), sau chiar de la alte 
specii de mamifere (xenogenic). 

S-a luat în vedere, prin implicarea 
microelectronicii sau nanotehnologiei, 
crearea de esuturi sau organe bioartificiale 
care pot lua locul unui organ care este 
bolnav terminal (ochi, ureche, inim  sau 
articula ie). Dispozitivele prostetice 
implantabile i nanoschelele pentru 
dezvoltarea (cre terea) noilor organe sunt 

noile scopuri ( inte) ale cercet torilot în 
nanotehnologie. Un avans rezonabil s-a 

cut în nanoingineriea hidroxiapatitei pentru 
înlocuirea osoas .  

Pe viitor, ne putem imagina o lume unde 
nanodispozitevele sunt implantate în mod 
curent sau chiar injectate în circula ia 
sanguin  pentru a monitoriza starea de 

tate i a participa automat la repararea 
sistemelor care au deviat de la normal. 

Ace ti nanorobo i ar putea fi 
personaliza i prin adaptarea lor la genotipul 
u fenotipul pacientului pentru a optimiza 

interven ia în stadiile ini iale ale bolii 
exprimate [3, 7]. 

 
„Cre terea” de noi organe 

 
Construirea de celule la scar  

nanometric  poate fi realizabil  prin 
replicarea lor programat .  

Semnalele sunt transmise, înainte i 
înapoi cu instruc iile, pentru dimensiunea i 
forma dorit , la locul construc ie.  

Când instruc iunile complete sunt 
terminate, organele pot fi ”crescute” conform 
condi iilor specificate.  

Pentru a fi compatibile cu statutul 
imunologic al individului aceste organe ar 
putea avea codat ADN-ul necesar. Acest 
lucru ar putea spori (u ura) integrarea 
structurilor artificiale cu esuturile vii, 
împrumutând interfa a adecvat  sistemelor 
biologice, având avantajul absen ei reac iei 
imune, fa  de organele donor care se 
utilizeaz .  

În anii urm tori asta ar putea reprezenta 
un salt major în managementul tulbur rilor 
prin insuficien  de organ [3]. 

 
6. Determin rile biologice 

 
Coduri optice multicolore pentru 

determin ri biologice 
 

Cre terea num rului de cercet ri în 
genomic i proteomic  genereaz  un 
num r crescut de secven e de date i 
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necesit  dezvoltarea unei inalte tehnologii de 
screening.  

Multe tehnologii de determinare ajung la 
satura ie când num rul elementelor ajunge 
la câteva milioane.  

O abordare tridimensional , bazat  pe 
„coduri de bare optice” din particule de 
polimeri în solu ie; este limitat doar prin 
num rul redus de „tag”-uri (etichete) unice 
pe care le poate produce i detecta. 

 

 
 

Figura 11. Celule cancer mamar  cu membrana 
celular  ro ie datorit  reac iei punctelor cuantice, 

i nuclei colora i în albastru [18] 
 

Punctele cuantice (quantum dots) 
singulare au fost utilizate cu succes ca un 
înlocuitor al coloran ilor organici în diverse 
aplica ii de bio-tagging.  

Aceast  idee a fost dus  mai departe 
prin combinarea a diferite puncte cuantice de 
diverse m rimi, care au diferite culori 
fluorescente, combinându-le în microsfere 
polimerice. Selec ia nanoparticulelor utilizate 
în acest experiment are 6 culori diferite de 
10 intensit i, i este de ajuns pentru a coda 
1 milion de combina ii [6]. 

 
Nanotehnologia în m surarea oxigenului 

dizolvat 
 
Oxigenul este unul din metaboli ii majori 

în sistemul aeorobic, iar m surarea 
oxigenului dizolvat este de importan  
major  în aplica ii din medicin , industrie i 
mediu.  

Interesele recente în metode de 
surare a concentra iei oxigenului dizolvat 

s-au a intit mai ales asupra senzorilor optici, 
datorit  avantajelor pe care le au fa  de 
electrozii ampermetrici conven ionali [3]. 

 
Nanosenzorii optici PEBBLE (probes 

encapsulated by biologically localized 
embedding) sunt sonde încapsulate prin 
încorporare biologic localizat  – au fost 
proiecta i pentru oxigenul dizolvat utilizând 
silica i modifica i organic (ormosil) ca matrice 
pentru nanoparticule.  

Nanoparticulele de ormosil sunt formate 
dintr-o particul  central  cu 
feniltrimetoxisilam ca precursor urmat de 
formarea stratului de înveli  cu 
metiltrimetoxisilam ca precursor.  

Structura foarte permeabil i natura 
hidrofobic  a nanoparticulelor de ormosil, 
precum i diemnsiunea lor mic , rezult  un 

spuns de fluorescen  la oxigenul dizolvat 
i un r spuns liniar în toat  seria de 

laconcentra ia 0% pân  la cea de 100 % 
oxigen [3]. 
 

Nanoparticulele ca biomarkeri 
 

Nanoparticulele pot fi utilizate atât 
pentru detec ia cantitativ  cât i calitativ  a 
celulelor tumorale in vitro.  

Sporesc procesul de detectare prin 
concentrarea i protejarea markerilor 
împotriva degrad rii, în scopul de a face 
analiza mai senzitiv . 

De exemplu nanosferele de polistiren 
fluorescent învelit în streptavidin ,  

Fluorospheres- fluorescen  verde i 
TransFluorospheres - fluorescen  ro ie, au 
fost utilizate pentru detectarea receptorului 
factorului de cre tere epidermal  (EGFR) pe 
celule A431 (celule de carcinom epidermoid 
uman) prin metoda citometriei de flux cu o 
singur  culoare.  

Rezultatele au ar tat c  nanosferele 
fluorescente asigur  o sensibilitate de 25 ori 
ma mare decât conjugatele streptavidin -
fluorescein .  
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În studierea biomarkerilor este 
dezvoltarea unora care detecteaz  timpuriu, 
cu succes i mai bine bolile curabile. 

Agen ii de contrast pot fi înc rca i în 
nanoparticule pentru diagnosticul tumorilor.  

Caracteristicile fizico-chimice ale 
nanoparticulei (dimensiunea, polarizarea 
suprafe ei, înveli ul suprafe ei, stabilitatea) 
permit redirec ionarea i concentrarea 
markerilor la locul de interes.  

Particule coloidale etichetate pot fi 
utilizate ca agen i de radiodiagnostic.  

Pe de alt  parte, ni te sisteme coloidale 
ne-etichetate sunt deja utilizate sau testate 
ca agen i de contrast în metode de 
diagnostic CT i RMN.  

Pe viitor, nanoparticulele cu afinit i 
specifice de legare ar putea fi resuspendate 
în fluide corporale recoltate, sau poate chiar 
injectate direct în circula ia sanguin .  

Nanoparticulele împreun  cu moleculele 
legate, ar putea fi capturate direct prin filtre 
i studiate prin spectrometrie cu rezolu ie 

înalt  [3, 7]. 
 

Detectorii de virus 
 

Grupul lui Lieber a reu it detectarea 
electric  direct , cu selectivitate ridicat , a 
particulelor virale.  

Acestia au utilizat tranzistori cu câmp 
pentru a m sura modific rile minore de 
conductan  caracteristice leg rii i 
desfacerii pe matricea de nanofire modificat  
cu anticorpi virali. Matricile detecteaz  
virusuri atât din fluide corporale cât i din 
alte fluide.  

Grupul a testat matrici cu receptori 
specifici pentru Virusul Influenzei tip A, 
paramixovirusuri i adenovirusuri, i au 
constatat c  detectorii pot diferen ia între 
aceste 3 virusuri, datorit  faptului c  s-au 
utilizat receptori specifici pentru fiecare în 
parte, i pentru c  fiecare virus se leag  
pentru o anumit  perioad  de timp la 
receptor; astfel ansele unui rezultat fals 
pozitiv sunt minime [2]. 

 

7. Robo ii biologici 
 

„Biorobo ii” bacterieni pot fi construi i de 
exemplu din aprox 300 de gene bine 

strate (aproximativ 150000 baze) ceea ce 
constituie genomul minim pentru un microtub 
func ional.  

Utiliza i în medicin , ace ti microtubi, ar 
putea fi proiecta i s  produc  selectiv 
vitamine, hormoni, enzime i citochine în 
organismul deficitar, sau s  absoarb i s  
metabolizeze selectiv în produ i finali, 
inofensivi, substan e d un toare, otr vuri, 
toxine sau detritusuri intracelulare 
nedigerabile. Egea Biosences este 
proprietara unei tehnologii de scrierea a 
genelor i programarea proteinelor 
(GeneWriter and Protein Programming) cu o 
baz  de date de peste 1 milion de proteine 
programate, produce peste 200 de gene 
sintetice i proteine, i a reu it sinteza celei 
mai mari gene sintetizate chimic (peste 
16000 de baze). 

Cercet torii de la Institute of Biological 
Energy Alternatives, îndep rteaz  materialul 
genetic din microorganisme (Mycoplasma 
genitalium), sintetizeaz  un lan  de material 
genetic asem tor cu cel natural i sper  
ca lan ul artificial s  con in  un num r minim 
de gene de M. Genitalium pentru a sus ine 
via a. Cromozomul artificial va fi introdus în 
celula ”golit ” care va fi apoi testat  pentru 
abilitatea de a supravie uii i a se reproduce. 
Pentru a asigura siguran a, celula va fi 
incapabil  s  produc  infec ii, i va fi limitat 
i conceput în a a fel încât s  moar  dac  

ajunge în mediu [2]. 
 

Nanorobo ii medicali de mâine 
 

Pe termen mai lung, poate în 10-20 de 
ani, sistemul de ma ini moleculare i 
nanorobo i ar putea fi folosit de medici în 
lupta contra bolilor, în s tate i 
îmb trânire. Materialele de construc ie 
organice (proteinele) sunt foarte bune la 
autoasamblare, dar cele mai performante 
dispozitive moleculare pot fi construite din 
materiale „diamantoide”, cea mai puternic  
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substan , dar proiectul nanorobo ilor din 
aceste materiale r mâne controversat [2, 3]. 

 
Respirocitele 

 
Un exemplu al unui nanorobot este 

celula ro ie (eritrocitul) artificial  mecanic  
sau „respirocitul”, un dispozitiv sferic de 1 
µm dimensiune, cu sistem de pompare activ 
prin glucoz  seric  endogen , capabil s  
transporte de 236 de ori mai mult O2 decât 
eritrocitul natural.  

Nanorobotul este format din 18 miliarde 
de atomi aranja i cu precizie i ”umplu i” cu 
pân  la 3 miliarde molecule de O2 i CO2. 
Mai târziu gazele se elibereaz  din dispozitiv 
prin pompe moleculare.  

Respirocitele imit  ac iunea eritrocitului, 
senzorii de concentra ie a gazelor aflate la 
exteriorul fiec rui dispozitiv reac ioneaz , 
astfel nanorobotul tie când trebuie s  se 
încarce cu O2 i când s  descarce CO2 în 
pl mâni (figura 12).  

 

 
 

Figura 12. Schema prototipului unui  
respirocit [12] 

 
Un nano computer i numero i 

senzori chimici i de presiune ajut  
dispozitivul s  func ioneze corespunz tor 
i s  poat  fi ajustat din exterior.  

Injectarea a 5 ml, doz  terapeutic , 
de respirocite 50% în solu ie salin , 
adic  5 trilioane de nanorobo i, în 
circula ia sanguin , ar dubla capacitatea 

de transport a oxigenului (studii efectuate 
la un volum de aproximativ 5,4 l sânge).  

Aplica ii ale respirocitelor: 
substituen i în transfuzii, tratament în 
anemie, disfunc ii pulmonare, perinatale 
i neonatale, terapie i diagnostic în 

cancer, prevenirea asfixiei, respira ie 
artificial  [2, 3]. 

 
Microbivorii 

 
O celule alb  (leucocit) mecanic  de 

dimensiuni microscopice, care are ca 
fuc ie distrugerea patogenilor din 
circula ia sanguin , utilizând digestia i 
eliminarea. Prototipul are form  sferiodal 
turtit , cu axul mare cu diametrul de 3,4 
µm, i axul mic  cu diametrul de 2,0 µm.  

Microorganismul intit se va lega la 
suprafa a dispozitivului datorit  
loca urilor speciale de legare specifice 
de specie, dup  care ni te cârlige 
telescopice stabilesc ancorarea acestuia 
i introducerea lui în interiorul 

dispozitivului. Ini ial patogenul va fi 
rin it într-o camer  de 2 µm3, apoi va 

fi tranferat într-o alt  înc pere cu 
dimensiuni similare unde va fi supus 
digestiei enzimatice, cu ajutorul a 40 de 
enzime sintetice. În urma digestiei 
enzimatice vor rezulta produ i ca 
aminoacizi, mononucleotide, glicerol, 
acizi gra i liberi i zaharuri simple.  

Aceste molecule inofensive, sunt 
eliminate în torentul sanguin, tot procesul 
având durata de 30 de secunde. Ace ti 
nanorobo i pot fi de 80 de ori mai activi 
ca agen i fagocitan i decât macrofagele, 
i ar avea o durat  de via  mult mai 

lung .  
O doz  de câ iva ml de microbivori ar 

elimina în totalitate o infec ie septicemic  
în câteva minute la câteva ore, dup  
care microbivorii ar fi elimina i complet, 
din corp [2]. 
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Explorarea comercial  

 
Majoritatea companiilor se axeaz  

pe dezvoltarea de aplica ii farmaceutice, 
cum ar fi transportul de substan e 
medicamentoase. Mai multe companii 
exploateaz  efectele dimensiunii 
cuantice a nanocristalelor 
semiconductoare pentru etichetarea 
biomoleculelor, sau utilizarea 

nanoparticulelor de aur bio-conjugate 
pentru etichetarea diferitelor componente 
celulare. Alte companii aplic  materiale 
nano-ceramice în ingineria esuturilor i 
ortopedie. Argintul coloidal este larg 
utilizat ca formulare antimicrobial , 
reactivitatea mare a oxidului de titan, 
poate fi utilizat ca atare sau dup  ce a 
fost iluminat cu raze UV ca bactericid 
(tabelul 1 i figurile 13 i 14). 

Tabelul 1  
 

Exemple de nanomateriale comercializate pentru aplica ii bio-medicale (dup  Salata O.V., 2004) [6]. 
 

Transportul de substan e 
medicamentoase 

Nanoparticule polimerice pentru transportul medica iei antitumorale care 
poate traversa bariera hemato encefalic  
Reducerea dimensiunii particulelor la 50-100 nm 
Nanoparticule micelare pentru încapsularea substan elor 
medicamentoase, proteinelor, ADN-ului 

Filtrare prin membran  Materiale ceramice nanoporoase pentru filtrarea endotoxinelor, separarea 
ADN-ului i a proteinelor. 

Past  de din i Nanoparticulele de hidroxiapatit  par s  îmbun easc  suprafa a 
dintelui 

Dezinfectante de suprafa  Nanoemulsii  
Biomarkeri luminescen i Puncte cuantice semiconductoare cu grup ri amino sau carboxil la 

suprafa , emit între 350-2500 nm (lungime de und ) 
Detectarea i separarea pe 

tipuri de celule 
Miez magnetic înconjurat de un strat polimeric cu anticorpi pentru 
capturarea celulelor. 

Filtre AiroCide Oxitul de titan distruge patogenii din aer. 
Nanoparticule de aur pentru 

bioanaliz   
Nanoparticule de aur bio-conjugate pentru TEM sau misroscopie 
fluorescent . 

Biomarkeri din aur Coduri de bare de ADN ata ate la nanosinde pentru identificare, PCR-ul 
este utilizat pentru amplificarea semnalului 

Bariere solare Nanoparticule transparente pentru  absorb ia razelor UV, i transformarea 
în c ldur  

Bandaje Acticoat Argintul în form  de nanocristale foarte activ asupra patogenilor 
Ingineria esuturilor Implante ortopedice i dentale, exploatarea propiet ilor materiale a 

siliconului nanoporos 
 

 

 
 

 
Figura13. Bandaje Acticoat [21]. 

 

 

 
Figura 14. Filtrul de aer Airocid [22] 
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Viitorul nano-biotehnologiei 
 

În forma actual , majoritatea 
nanoparticulelor comerciale, cu aplica ii în 
medicin , duc c tre transportul de substan e 
medicamentoase. În bio tiin , 
nanoparticulele înlocuiesc coloran ii organici 
în aplica ii care necesit  fotostabilitate 
ridicat i deasemenea capacit i mari de 
multiplexare.  

Sunt evolu ii în direc ionarea i 
controlarea nanoparticulelor, cum ar fi 
conducerea nanoparticulelor magnetice 

tre tumori, apoi ori elibereaz  substan a 
medicamentoas  ori doar produce 
hipertermie localizat , distrugând esuturile 
din jur.  

Tendin a major  în dezvolt rile viitoare a 
nanomaterialelor este s  le fac  
multifunc onale i controlabile la semanle 
exterioare sau de mediul local, astfel 
transformândule în nanodispozitive [6]. 
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Rezumat 

 
inând cont de etiologia multifactorial  a acestei endocrinopatii, confirmarea diagnosticului de 

hipertiroidism a întâmpinat numeroase dificult i de-alungul anilor nu numai  datorit  necesit ii unor 
cuno tiin e medicale cât i a lipsei posibilit ii de a realizare diferite examene de laborator mai mult sau 
mai pu in accesibile. Astfel c  în prezent metodele cele mai frecvent utilizate i accesibile sunt dozarea 
hormonilor tiroidieni totali sau liberi, testul de supresie cu triiodtironin , iar una dintre metodele ce 
necesit  aparatur  special  îns  nu este accesibil i în ara noastr  este scintigrafia. 
 
Introducere 
 

Hipertiroidismul, este endocrinopatia 
considerat  num rul unu în ceea ce prive te 
afec iunile sistemului endocrin întâlnite la 
pisic  este o afec iune multisistemic  ce se 
caracterizeaz  printr-o produc ie i secre ie 
exagerat  de hormoni tiroidieni activi la 
nivelul glandei tiroide.  

Aceasta este localizat  în regiunea 
cervical ventral , la nivelul gâtului, inferior de 
laringe i cartilajul cricoidian în contact cu 
primele inele traheale.  

Din punct de vedere macroscopic este 
format  din 2 lobi, uni i între ei print-run istm 
dar spre deosebire de alte specii, la pisic  
este absent [10, 15].  

Ea afecteaz  îndeosebi, pisicile cu 
vârsta cuprins  între 4 i 16 ani afectând cu 
predilec ie pisicile cu o vârst  medie de 10 
ani i se poate traduce morfopatologic în 
hiperplazie adenomatoas , ce apare în 
propor ie de 98-99% dar i în carcinom 
tiroidian prezent în mai pu in de 1-2% din 
cazuri. 

Pân  acum nu se tie cu certitudine 
dac  aceast  afec iune are predispozi ie de 
sex sau de ras , dar unii autori atest  faptul 

 pisicile din rasa Siamez , Himalayan i 
meti ii lor sunt mai rar diagnosticate cu 
hipertiroidism decât celelalte rase [9,13,15]. 

Etiopatologia acestei afec iuni este 
plurifactorial i destul de complex , iar unii 
autori sus in c  administrarea dietei umede 
sub form  de conserve joac  un rol 
important în apari ia acestei afec iuni, în 
special datorit  con inutului crescut al 
acestora în iod, factori goitrogeni, soia, 
polifenoli i resorcinol. Unele studii 
sugereaz   

 pe lâng  factorii nutri ionali un rol 
important îl joac i factorii de mediu, 
precum: 

 utilizarea litierei 
 dormitul frecvent pe podea 
 consumul de ap  murdar  
 parazitismul cu purici 
 prezen a eterului difenil polibrominat 
din electrocasnice i electronice 
 convie uirea exclusiv  în cas  
 tratarea a ternutului cu substan e 
antiparazitare 
 fertilizan i, erbicide, etc. 

 

To i ace ti factori prezen i în via a de zi 
cu zi atât a omului cât i a pisicilor nu fac 
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decât s  favorizeze apari ia sau înr ut irea 
st rii clinice a pacientului f când astfel 
dificil  depistarea factorilor etiologici i 
înl turarea acestora [15, 17]. 

inând cont de etiologia plurifactorial  a 
acestei afec iuni precum i de gradul de 
dificultatea a confirm rii unui diagnostic, 
pentru evaluarea func iei glandei tiroidiene la 
pisicile suspecte de hipertiroidism, au fost 
propuse de-a lungul anilor numeroase 
proceduri a c ror rezultate ne pot îndrepta 
spre confirmarea sau eliminarea 
diagnosticului, precum i gradul de implicare 
a cordului sau prezen a unor afec iuni 
concurente. Printre acestea se num  
examenul clinic, diagnosticul de imagine, 
electrocardiografia i testele de laborator. 
 

Examenul clinic 
 

De cele mai multe ori, semnele clinice 
ale pisicilor aduse la cabinet pentru 
consulta ie, sunt într-un stadiu de boal  
incipient spre moderat, datorit  faptului c  
proprietarii acestora nu observ  anumite 
modific ri, (de exemplu sl birea, în ciuda 
unui apetit normal sau crescut).  

Lipsa sesiz rii este rezultatul convie uirii 
zilnice cu aceastea, astfel c  pierderea în 
greutate a pisicilor vor fi  observate de 
persoanele ce viziteaz  proprietarii, dup  o 
anumit  prioad  de timp.  

Proprietarii mai pot observa i modific ri 
comportamentale, reprezentate de 
hiperactivitate, nelini te, chiar agresivitate 
fa  de st pâni sau alte animale din acela i 
mediu. Foarte rar (10%) se poate observa o 
stare de apatie sau de nep sare fa  de 
activit ile din jur, depresie, inapeten i 
sl biciune, caracteristic  unei forme de 
hipertiroidism aparte numit  hipertiroidismul 
apatic. Se mai pot observa modific ri ale 
tractului gastro-intestinal traduse printr-o 
frecven  crescut  a vomit rii i a diareei, 
precum i cre terea cantit ii de fecale, 
datorit  polifagiei. Vor apare modific ri i la 
nivelul bl nii, p rul având un aspect murdar 
i aspru [4, 5, 17]. 

 
 

Figura 1. Aspectul murdar al p rului la o pisic  cu 
hipertiroidism (original, Pap) 

 
La examinarea fizic  a pisicilor suspecte 

de hipertiroidism sunt utilizate procedeele 
standard ce cuprind inspec ia, palpa ia i 
asculta ia. 

La inspec ia regiunii cervicale ventrale, 
se poate observa uneori o m rire a acesteia, 
ceea ce coincide, de obicei, cu cre terea 
glandei tiroide, a a numita gu . 

Atunci când se suspecteaz  prezen a 
unei mase, se recomand  palparea regiunii 
cervicale. Iar pentru realizarea acestei 
manopere, pisica trebuie pozi ionat  în 
ezut, cu gâtul în extensie, cu b rbia ridicat  

la un unghi de 45° i întoars  spre partea 
opus  celei palpate [12, 14, 18].  

Fie r mâne în pozi ie sta ionar , 
clinicianul plasându-se în spatele acesteia, 
unde cu o mân ine capul pisicii, într-o parte 
i în sus, la un unghi de 45° [14]. 

Palparea propriu-zis  se realizeaz  prin 
glisarea degetelor în jgheabul dintre trahee 
i mu chiul sternoidian (figura 2), de la 

laringe spre manubriul sternal.  
Glisarea se face pe fiecare parte 

individual [12, 14, 18].  
În timpul realiz rii acestei examin ri, 

este foarte important s  se evite 
hiperextensia gâtului, pentru ca lobii tiroidieni 

 nu se încorporeze în mu chi sau s  nu fie 
deriva i retrotraheal f când astfel dificil  
palparea sau chiar ob inerea unui rezultat 
fals. În cazul unei palp ri dificile se 
recomand  umezirea regiunii cervicale cu 
alcool [12].  
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Exist i situa ii în care datorit  
dezvolt rii excesive, masa tiroidian  
hiperplaziat  s  migreze ventral spre 
intrarea pieptului, în mediastinul cranial [5]. 

 

 
 

Figura 2. Metoda de palpare a glandei tiroide la 
pisic  [22]. 

 
inându-se cont de faptul c  

dezvoltarea embrionar  a glandei tiroide se 
realizeaz  din pungile faringiene, chiar i 
existen a unei hiperplazii tiroidiene ectopice, 
a c rei pozi ie se poate întinde de la faringe 
spre cord, este posibil , iar atunci când se 
suspecteaz  prezen a unei astfel de mase 
intratoracice, se recomand  dispunerea 
animalului vertical cu capul înc pu onat i 
realizarea examenului scintigrafic [3, 12]. 

Totu i, în ciuda acestor manopere, 
trebuie men ionat faptul c , chiar dac , la 
examenul fizic, palpator al glandei tiroide se 
constat  m rirea unuia (90%) sau ambilor 
lobi, aceasta nu poate da un diagnostic cert 
de hipertiroidism [12, 18].  
 

Testele de diagnostic preliminar 
 

Diagnosticul de hipertiroidism trebuie s  
cuprind  rezultatele ob inute din anamnez , 
examenul fizic al pisicii, modific rile 
biochimice, hematologice, i a hormonilor 
tiroidieni. 

Diagnosticul diferen ial 
 

Diagnosticul diferen ial în 
hipertiroidismul felin se realizeaz  fa  de 
toate afec iunile care au ca i manifest ri 
clinice acelea i semne ca i hipertiroidismul 
i vor fi prezentate în Tabelul 1. 

Diagnosticarea dificil  a acestei afec iuni 
se datoreaz  faptului c  nu toate semnele ce 
sunt observate la pacientul felin sunt 
specifice endocrinopatiei. Examinarea clinic  
a pacientului poate îndrepta veterinarul spre 
o alt  afec iune ce poate ap rea primar sau 
secundar hipertiroidismului [4]. 

Tabelul 1. 
 

Diagnosticul diferen ial în hipertiroidismul felin [4] 
 

Diagnostic diferen ial 
Semne clinice 
întâlnite i în 
hipertiroidism 

Boli endocrine netiroidiene 
- diabetul zaharat 
 
- hiperadrenocorticism (rar) 
 
- diabet insipid 
 
- acromegalie (rar) 

 
- poliurie, polidipsie, 

polifagie, sl bire 
- poliurie, polidipsie, - 

polifagie, sl bire 
- poliurie, polidipsie, 

sl bire u oar  
- poliurie, polidipsie, 

polifagie 
Afec iuni renale - poliurie, polidipsie, 

anorexie, sl bire, 
cre terea uremiei 

Afec iuni ale cordului 
- cardiomiopatia hipertrofic  
- cardiomiopatia congestiv  
- aritmia idiopatic  

- detres  respiratorie, 
sc dere în greutate, 
tahicardie, murmur, 
aritmie 

Afec iuni gastrointestinale 
- insuficien  pancreatic  
exocrin  
- afec iuni inflamatorii ale 
sistemului GI 
- afec iuni neoplazice la nivel 
GI 

- cre terea volumului 
fecal, fecale urât 
mirositoare, sc dere în 
greutate, polifagie 
-diaree, vom , 
anorexie, sl bire 
cronic  

Afec iuni hepatice 
- modific ri inflamatorii 
- modific ri  neoplazice 

- cre terea enzimelor 
hepatice 

Afec iuni pulmonare - detres  respiratorie  
 

Modific rile hematologice 
 

Desi exist  modific ri hematologice în 
hipertiroidism, acestea nu pot fi utilizate 
pentru diagosticarea cert  a acestei 
afec iuni. Printre acestea se num  
eritrocitoza u oar  spre moderat , cre terea 
hematocritului (Ht), a volumului eritrocitar 
mediu (VEM), a celulelor ro ii i a 
concentra iei de hemoglobin  [5, 10, 11].  
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Aceste modific ri par a fi rezultatul 
cre terii consumului de oxigen precum i a 
stimul rii receptorilor -adrenergici din 

duv , ceea ce se finalizeaz  cu cre terea 
secre iei de eritropoietin .  

Stimularea produc iei de eritropoietin  
de c tre hormonii tiroidieni va duce la 
cre terea ratei de diferen iere a celulelor 
ro ii i la sc derea timpului de maturare, cu 
eliberarea în circula ie de reticulocite (20%). 

Tabelul 2. 
 

Sintez  dup  Mooney si Broussard [4] 
 

Modific ri hematologice Procentaj 
pisici % 

Hematocrit crescut 47 
Volum eritrocitar mediu crescut 44 

Celule ro ii crescute 21 
Hemoglobin  crescut  17 

 
Modific rile de la nivelul celulelor albe, 

de i sunt rare, sunt reprezentate de 
leucocitoz  cu neutrofilie, asociat  frecvent 
cu infec iile bacteriene, limfopenie, 
eozinopenie, acestea par a se datora 

spunsului organismului la stres precum i 
a concentra iei crescute de cortizol datorate 
hipersecre iei hormonilor tiroidieni ioda i [4, 
5, 10, 11]. 

O complica ie rar  asociat  
hipertiroidismului este anemia, aceasta 
datorându-se cre terii ratei de formare a 
corpilor Heinz, precum i a cre terii 
concentra iei sangvine a factorului VIII, 
datorit  cre terii activit ii adrenergice cu 
cre terea plachetelor sangvine ce 
favorizeaz  tromboza intravascular  [4, 10, 
11]. 

 
Modific rile biochimice 

 
În cazul pisicilor afectate de 

hipertiroidism, parametrii biochimici mai pu in 
importan i sau cu un rol de diagnostic redus, 
cu excep ia prezen ei unei afec iuni non-
tiroide concurente ce pot altera interpretarea 
rezultatelor, sunt: colesterolul, sodiul, clorul, 
bilirubina, albumina i globulina.  

Dar spre deosebire de acestea exist i 
al i parametrii biochimici ale c ror modific ri 

au o importan  deosebit  în diagnosticarea 
hipertiroidismului.  

Astfel c , cel mai frecvent se observ  
modific ri ale enzimelor hepatice 
reprezentate de alanin aminotransferaza 
(ALT), fosfataza alcalin  (ALP) i aspartat 
aminotransferaza (AST).  

Dintre toate enzimele prezentate, cel 
pu in una este crescut  în aproximativ 90% 
din pisicile hipertiroide, iar aceast  cre tere 
pare a fi corelat  cu concentra ia hormonilor 
troidieni plasmatici.  

Astfel c  în unele studii realizate, 
concentra iile de ALP erau corelate 
semnificativ cu concentra iile homonilor 
tiroidieni, iar cele ale ALP i ALT au sc zut 
în limitele de referin  atunci când starea de 
eutiroidism a fost atins  [10, 11]. 

În ceea ce prive te statusul renal, 
hipertiroidismul i insuficien a renal  sunt 
dou  afec iuni comune pisicilor b trâne.  

Astfel c , aproximativ 20-25% din 
aceste pisici prezint  cre terea concentra iei 
serice a ureei i a creatininei, iar al turi de o 
densitate urinar  cuprins  între 1.008-1.020 
ar trebui s  ne indice posibilitatea unei 
afec iuni renale concurente [12, 13]. 

Alterarea metabolismului osos este o 
alt  consecin  a hipertiroidismului, iar o 
cre tere a activit ii ALP a fost asociat  cu 
cre teri ale izoenzimelor osoase i hepatice.  

Într-un studiu realizat pe 36 de pisici 
hipertiroide, a fost observat  o cre tere a 
izoenzimelor osoase la toate pisicile 
apar inând studiului respectiv, dintre care 
44% au avut o cre tere a osteocalcinei.  

i hiperfosfatemia a fost observat  la 
aproximativ 35% din pisici, iar 50% din 
acestea prezentau o calcemie sub limita de 
referin  [4].  

Concentra ia parathormonului (PTH) 
circulant este i ea modificat , astfel c  
hiperparatiroidismul a fost demonstrat la 
aproximativ 70% din pisicile hipertiroide la 
care concentra ia parathormonului dep ea 
de 19 ori limita superioar  de referin  [10].  
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În ciuda acestor modific ri biochimice, 
pân  în prezent nu au fost observate semne 
clinice care s  ateste alterarea 
metabolimului osos la pisicile cu 
hipertiroidism [4]. 

Alte modific ri biochimice dar 
nesemnificative din punct de vedere clinic 
pot încadra o u oar  hiperglicemie, ce poate 
reflecta r spunsul la stres sau chiar un 
diabet zaharat preexistent.  

În rare cazuri se mai poate constata o 
sl biciune muscular  sever  corelat  
biochimic cu hiperkalemia. 

 
Radiografia i untrasonografia cardiac 

 
Datorit  faptului c  hipertiroidismul este 

de cele mai multe ori asociat cu 
cardiomiopatia hipertrofic  reversibil , se 
recomand  examinarea func iei cardiace 
al turi de cele ale glandei tiroidiene.  

În cadrul imaginii radiografice toracice, 
în aproximativ 50% din cazuri se observ  o 
cre tere moderat  spre sever  a cordului.  

Aceast  m rire este de cele mai multe 
ori înso it  de efuzie pleural  sau edem 
pulmonar la picicile cu insuficien  cardiac  
congestiv .  

Cele mai frecvente modific ri 
ecocardiografice sunt reprezentate de 
hipertrofia peretelui ventricular stâng (70%) 
(fig. 3), dilata ie atrial  (70%) i ventricular  
stâng  (45%), precum i hipertrofia septului 
interventricular (40% din cazuri) (fig. 4).  

Toate aceste modific ri cardiace sunt de 
cele mai multe ori reversibile dup  
instaurarea tratamentului contra afec iunii 
principale, hipertiroidismul.  

Examinarea func iei cardiace este foarte 
important , în special datorit  faptului c  
aceasta este frecvent asociat  cu 
insuficien a cardiac  congestiv i mai pu in 
cu cardiomiopadia dilatativ  [11]. 
 

 
 

Figura 3. Ultrasonografie se observ  hipertrofia ventriculuilui stâng cu îngustarea spa iului ventricular 
(original, Pap). 
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Figura 4.Ultrasonografie, se observ  hipertrofia septului interventricular cu reducerea camerei 
ventriculare (original, Pap) 

 
Electrocardiografia 

 
Cele mai frecvente modific ri observate 

în hipertiroidism cu ajutorul electro-
cardiogramei sunt:  

 tahicardia sinusal  (aprox. 60% din 
pisici),  
 cre terea amplitudinii undei R în 
deriva ia II (în 30-50% din cazuri).  

Alte modific ri observate dar mai rare 
sunt scurtarea intervalului QT, prelungirea 
duratei complexului QRS i aritmii atriale sau 
ventriculare.  
Totu i în ultimele studii, aceste alter ri au o 
prevalen  mai mic , dar cre te cea a 
bloc rii ramurii drepte a fasciculului His 
(figura 5). [4, 10, 11]. 

 
 

Figura 5. Electro-cardiograma cu bloc total de ramur  dreapt i bloc atrio-ventricular de gradul I i 
ischemie subendocardic  (original, Pap) 
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În urma analiz rii electrocardiogramei 
(parametrii de lucru 25 mm / s, 10 mm = 10 
mv) prezentate în figura 5 i pe baza 
interpret rii valorilor ob inute prezentate în 
Tabelul 3 se pot observa caracteristicile 
specifice blocului atrio-ventricular de gradul I 
(intervalul PR:0,13 s), blocului total de 
ramur  dreapt  (complexul QRS: 0,06 
s/2mv) i ischemiei subendocardice 
(segmentul ST: 0,15 mv) datorat  hipertrofiei 
miocardice. 

    Tabelul 3. 
Înterpretarea electrocardiogramei i prezentarea 

valorilor fiziologice 
 

Valorile ob inute pe EKG Valorile fiziologice 
FC= 94 b/min FC=110-130 b/min 

Unda P: 0,04s/2mv <0,04 s 
Intervalul PR:0,13 s 0,05-0,09 s 

Complex QRS:0,06 s/2mv <0,04 s 
Segmentul ST:0,15 mv <0,2 mv 

 
Confirmarea diagnosticului 

 
Confirmarea hipertiroidismului se 

realizeaz  pe baza rezultatelor ob inute la 
dozarea hormonilor tiroidieni totali sau liberi, 
prin intermediul testului de supresie cu 
Triiodtironin , a testului de stimulare cu TRH 
precum i a interpret rii imaginii scintigrafice 
[16]. 

surarea concentra iei totale a hormonilor 
tiroidieni 

 
În prezent, exist  numeroase modalit i 

de a m sura concentra ia seric  a 
hormonilor tiroidieni, dintre care cele mai 
utilizate sau preferate, datorit  costului 
sc zut i a disponibilit ii sunt:  

 testul radioimunologic i  
 immuno-absorb ia enzimatic  (ELISA) 
[2, 17, 18]. 

La pisici, spre deosebire de oameni, 
afinitatea de legare a proteinelor plasmatice 
este mai redus , astfel c  toate metodele 
utilizate pentru dozarea concentra iei de 
hormoni tiroidieni totali utilizate la oameni 
trebuie s  fie modificate pentru a depista 
concentra iile reduse de hormoni tiroidieni 
circulan i la pisici [11]. 

Dintre cei doi hormoni tiroidieni, tiroxina 
(T4) i triiodtironina (T3), s-a ajuns la 
concluzia c  m surarea concentra iei serice 
totale T4 datorit  senzitivit ii de diagnostic 
mai mare dar i datorit  faptului c  utilizând 
aceast  metod  se elimin  eventualele teste 
adi ionale mult mai costisitoare i care 
necesit  implicarea proprietarului sau un 
timp prea îndelungat pân  la ob inerea i 
interpretarea razultatelor.  

Un alt avantaj este faptul c  în 
hipertiroidism concentra ia plasmatic  de T4 
dep te în aproximativ 90% din cazuri 
limita superioar  de referin , pe când 
concentra ia seric  de T3 este normal , 
aceasta devenind detectabil  doar într-un 
hipertiroidism mai avansat [2, 18].  

Se presupune c  aceast  concentra ie 
plasmatic  normal  de T3 întâlnit  la pisicile 
cu hipertiroidism moderat se datoreaz  
mecanismului compensator de reducere a 
conversiei periferice de tiroxin  în 
triiodtironin  pe m sur  ce produc ia de 
hormoni tiroidieni continu  s  creasc  [16]. 

De obicei, în hipertiroidism, concentra ia 
seric  de T4 este de 20 de ori mai mare 
decât cea a T3 Exist i situa ii în care 
concentra ia de T4 este normal  în ciuda 
prezen ei semnelor clinice, mai mult sau mai 
pu in, caracteristice hipertiroidismului.  

Aceast  normalizare a concentra iilor 
homonale se datoreaz , cel mai probabil, 
fluctua iei hormonilor tiroidieni i a supresiei 
date de anumite boli nontiroidiene asupra 
acestora [18].  

Astfel c , între 20 i 30% dintre pisicile a 
ror concentra ie seric  de T4 dep te 

limita superioar , sufer  de o boal  
concurent .  

 
Recoltarea i analiza probei 

 
 recoltarea probei de analizat  
 trimiterea probei la un laborator 
atestat, iar dac  nu se trimit la 
laborator probele trebuie înghe ate, 
deoarece concentra ia seric  de T4 
este stabil  pentru o perioad  de 8 zile 
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i nu este afectat  de înghe , dezghe  
sau hemoliz  
 tehnica de m surare utilizeaz  în 
laborator este RIA sau ELISA 

 
Interpretarea 
Interpretarea trebuie întodeauna 

realizat  prin corelarea concentra iilor 
hormonale ob inute la laborator cu valorile 
de referin  specifice hormonilor testa i 
(Tabelul 4) dar i cu cele ob inute la 
examenul fizic al pacientului i cu datele din 
anamnez  care pot cuprinde modific ri 
comportamentale sau fiziologice. 

Tabel 4. 
Interpretarea rezultatelor [17]. 

 

Concentra ia seric  
total  de T4  

Hipertiroidism 
(pisici) 

<4.0 µg/dl cel mai probabil, Da 
3.0-4.0 µg/dl posibil 
2.5-3.0 µg/dl nu se tie 
2.0-2.5 µg/dl cel mai probabil, Nu 

> 2 µg/dl Nu 
 
Pentru confirmarea diagnosticului de 

hipertiroidism este necesar  realizarea mai 
multor m sur tori ale acestor hormoni 
tiroidieni, în special datorit  bolilor 
concurente (ex. afec iuni renale, hepatice, 
cardiace, diabet insipid, neoplasme), care 
supreseaz  concentra ia hormonilor 
tiroidieni, ace tia atingând valori sub limita 
inferioar  de referin  la pisicile extrem de 
bolnave.  

În aceste cazuri, boala concurent  
devine principala grij  a medicului veterinar, 
de care va depinde prognosticul animalului i 
abia dup  ce afec iunea a fost stabilizat , 
concentra ia plasmatic  a tiroxinei cre te 
peste limita de referin .  

În cazul în care semnele clinice nu 
coincid cu valorile normale (Tabelul 5) ale 
hormonilor tiroidieni, T3 i  T4, se recomand  
repetarea testelor de evaluare a func iei 
tiroide (m surarea T4 i  T3, examenul fizic 
complet, teste biochimice ale sângelui, 
diagnostic imagistic), pentru excluderea 
prezen ei unei boli concurent. M surarea 
concentra iei serice de T4 /  T3 se face dup  
aproximativ 1-2 s pt mâni deoarece exist  

fluctua ii ale acestora de ordinul orelor sau 
zilelor [18].  

Tabelul 5 
Valorile normale ale T4 i T3 [17]. 

 

T4 1.0 - 4.0 µg / dl 
T4 liber 1 - 4 ng / dl 

T3 4 - 1,6 ng / ml 
 

Totu i, la unele pisici este necesar un 
timp de aproximativ 3-6 luni pentru a ob ine 
valoarea real  a acestori hormoni. Dac  
dup  o a doua m surare, concentra ia 
hormonilor tiroidieni este, de aceast  dat , 
peste limita superioar , hipertiroidismul este 
în continuare suspectat i se recomand  

surarea concencetra ie serice de T3 liber, 
testul de supresie cu T3. 
 

surarea concentra ie hormonilor 
tiroidieni liberi 

 

Determinarea concentra iilor de hormoni 
tiroidieni liberi este considerat un test dificil 
de efectuat datorit  necesit ii de depistare a 
unei concentra ii reduse de hormoni liberi, în 
condi iile în care 99,5% din hormoni circul  
lega i de proteinele transportoare.  

La momentul actual, aceste determin ri 
se realizeaz  prin 2 metode, cea de 
ultrafiltrare i prin dializ  echilibrat  [8, 16]. 

Deoarece doar frac iunea liber  este 
disponibil  celulelor, m surarea acesteia ar 
trebui s  reflecte mai precis statusul func iei 
glandei tiroide, decât concentra ia de tiroxin  
liber , ce nu este influen at  de bolile 
concurente [16]. 

Atât T3, cât i T4 liber reflect  foarte bine 
hipertiroidismul, m surarea tiroxinei libere 
indicând, de cele mai multe, în 98% din 
cazuri, o concentra ie crescut . 

Exist  mai multe situa ii în care semnele 
clinice nu coincid cu concentra iile serice ale 
hormonilor tiroidieni. Astfel c , în 95% din 
cazuri, o concentra ie crescut  de T4 liber 
corelat  cu o concentra ie normal  de T4 
total, se datoreaz  fie unui hipertiroidism 
moderat sau a fluctua iilor hormonale, fie 
unui efect supresiv dat de prezen a bolilor 
concurente [16]. 
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Utilizarea metodei de dializ  de echilibru 
este din p cate, costisitoare, iar posibilit ile 
apari iei erorilor de diagnostic sunt mai mari 
(ex: depozitarea probei la 37° timp de 7 zile, 
determin  cre terea concentra iei de T4 liber 
cu pân  la 160%, aceast  cre tere 
datorându-se degrad rii globulinei de legare 
sau prin sc derea afinit ii acesteia pentru 
tiroxin ), precum i a prevalen ei crescute a 
concentra iei ridicate de tiroxin  total  la 
pisicile cu hipertiroidism (aprox. 90%).  

Iar din punct de vedere economic 
surarea tiroxinei totale, f  cea a tiroxinei 

libere este mai frecvent realizat .  
Totu i, m surarea acesteia se 

recomand  atunci când se suspecteaz  
prezen a hipertiroidismului, cu o concentra ie 
seric  total  de T4 cuprins  în limita de 
referin , iar semnele clinice tr deaz  
prezen a hipertiroidismului [16]. 

Un dezavantaj important al acestei 
metode de m surare a T4 liber este 
pierderea specificit ii de diagnostic la 
pisicile bolnave i eutiroide.  

Observându-se faptul c  pân  la 12% 
din pisicile bolnave, dar eutiroide au o 
concentra ie crescut  de T4.  

În aceste situa ii se recomand  
surarea concentra iei de T4 total, liber i 

corelarea acestora cu rezultatele ob inute din 
istoric, anamnez , examinarea fizic i 
semnele clinice relatate de proprietar. 

În cele mai multe cazuri m surarea 
concentra iei de tiroxin  liber  nu are o 
valoare de diagnostic mare, iar confirmarea 
diagnosticului poate fi fals  datorit  
prezen ei frecvente a bolilor nontiroide (18).  

Totu i, în ciuda acestor dezavantaje, în 
ultimele studii, autorii atest  faptul c  

surarea concentra iei libere de T4  
utilizând dializa de echilibru reprezint  
urm torul pas în diagnosticarea 
hipertiroidismului, eliminând astfel testele 
costisitoare cum ar fi cel de stimulare cu 
TRH (2).  

Situa iile posibile sunt reprezentate de 
obicei de concentra ii diferite între T4 liber i 

T4 total, fiecare din acestea reprezentând 
modifc rile func iei tiroide i sunt 
reprezentate în Tabelul 6. 

Tabelul 6. 
Corelarea concentra iilor de hormoni tiroidieni cu 

tipul de afec iune [17]. 
 

Concentra ia 
seric  de T4 

liber 

Concentra ia 
seric  de T4 

total 
Afec iunea/Boala 

> LR < LR (10nml/L) - nontiroidian  
> LR > LR (25nml/L) - sugereaz  hipertiroidism
> LR < LR/N - nontiroidian  moderat  

> LR > N 
- nontiroidian  
- fluctua ii hormonale 
- hipertiroidism moderat 

> LR > LR - confirmare hipertiroidism
Unde: LR = limita de referin ;  

N = normal, cuprins  în limita de referin  
 

Atunci când nu este posibil  m surarea 
concentra iei libere de tiroxin , iar pisicile 
prezint  semne clinice evidente, nodul 
palpabil i o concentra ie seric  de tiroxin  
total  în limite normale se recomand  
examinarea func iei tiroidiene utilizând testul 
de supresie cu T3 sau testul de stimulare cu 
TRH. 
 

Testul de supresie cu triiodtironin  
 

Acest tip de m surare este utilizat la 
pisicile suspectate de hipertiroidism la care 
rezultatele ob inute prin m surarea 
concentra iei serice de T4 i  T3 totale sunt 
nondiagnostice.  

Acest test utilizeaz  mecanismul normal 
de reglare hipofizo-tiroidian  unde 
concentra ia crescut  de hormoni tiroidieni 
circulan i inhib  secre ia de TSH de la nvelul 
adenohipofizei.  

Astfel c , administrarea exogen  de 
triiodtironin  (T3) la pisicile eutiroide are ca 
rezultat sc derea concentra iei serice de 
tiroxin  (T4).  

În mod contrar, când func ia glandei 
tiroide este autonom , adic  independent  
de secre ia hipofizar  de TSH administrarea 
exogen  de hormoni tiroidieni determin  
modific ri reduse sau chiar absente asupra 
func iei tiroidiene [18]. 

Acest fenomen se datoreaz  faptului c  
secre ia de TSH a fost deja cronic 
depresat . 
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Modul de ac iune 
 se recolteaz  o prob  de sânge pentru 
determinarea concentra iei bazale 
totale de T4 i T3  
 se centrifugheaz  proba, iar serul 
ob inut se p streaz  refrigerat 
 proprietarii sunt instrui i ca timp de 2 
zile s  le administreze pisicilor de 
aproximativ 7 ori T3 exogen, se 

se te sub denumirea comercial  de 
Cytomel, Bristol.  

Astfel c  în urm toarele 2 zile 
proprietarii vor administra Cytomel în doz  
de 25 µg, de 3x1 / zi, iar în diminea a celei 
de-a 3-a zi înc  o doz . Ulterior, în maxim 2-
4 ore pisica este adus  la cabinet pentru 
recoltarea unei noi probe de sânge. Atât 
serul p strat, cât i proba nou recoltat  vor fi 
trimise la laborator în vederea m sur rii 
concentra iei totale de T3 i T4. [17]. 

Rezultatele ob inute  
În ceea ce prive te interpretarea 

rezultatelor ob inute la pisicile eutiroide 
administrarea de liotironin  rezult  într-o 
sc dere marcant  a tiroxinei, pe când la 
pisicile hipertiroide supresia secre iei de 
tiroxin  este absent . Acest rezultat face ca 
liotironina s  fie cea mai bun  modalitate de 
diferen iere a pisicilor hipertiroide fa  de 
cele cu boli concurente nontiroide. 

Astfel c  la pisicile cu hipertiroidism, 
concentra ia de T4 dup  administrarea 
liotironinei dep te 20 nmol / L (aprox. 1,5 
µg/dL), iar la pisicile eutiroide sau cu boli 
concurente, concentra ia este sub 20 nmol/L. 

Dezavantajul acestui test este 
reprezentat de durata acestuia, dar i de 
faptul c  implic  administrarea medica iei de 

tre proprietari, la care se mai adaug i 
faptul c  tabletele sunt dificil de administrat 
la pisici, mai ales de c tre persoanele f  
experien , cum sunt proprietarii lor. 

Consecin a administr rii neadecvate va 
avea ca i rezultat concentra ia seric  de T3 
identic  cu cea de dinainte, astfel c , 
secre ia hipofizar  de TSH nu va fi inhibat .  

Nici valoarea seric  de T4 nu va fi 
supresat , chiar i atunci când axa hipofizo-
tiroidian  este normal . M surarea 
concentra iei serice de T3 utilizând acest test 
nu pare a avea valoare de diagnostic, dar 
poate fi utilizat pentru monitorizarea 
capacit ii proprietarilor de a administra 
tratamentul. Iar lipsa supresiei serice de T4 
ne duce cu gândul la o administrare 
neadecvat  de liotironin . Toate aceste 
devia ii de la normal ale hormonilor tiroidieni, 
indiferent c  vorbim de tiroxin  sau de 
triiodtironin  sunt date de numero i factori, 
cum ar fi obezitatea, administrarea diferitelor 
medica ii, i sunt relatate în Tabelul 7.  

 Tabelul 7. 
Factorii ce modific  valorile normale  

de T4, T4 liber, T3 i TSH [17]. 
 

Obezitatea Cre te 
Sl birea Scade T4,  

Exerci ii intense Cresc T4, scad TSH,  
Gesta ia Cre te 4 

Bolile 
concurente 

Scad T4 total i liber depinzând de 
boal  TSH cre te sau scade 

Carprofen Scade T4, TSH i T4 liber 
Glucocorticoizii Scad T4 i T4 liber, scade/nu TSH 

Metimazol Scade T4 i T4 liber, cre te TSH 
Fenobarbital Scade T4 i T4 liber,  

Progestagenii Scad T4 
Sulfamide Scad T4 i T4 liber, cresc TSH 

 
Scin igrafia lobilor tiroidieni 

 
Scintigrafia este o metod  de diagostic 

imagistic de mare sensibilitate considerat  
metoda de baz  în diagnosticarea pisicilor 
cu hipertiroidism moderat.  

Una din principalele avantaje prezentate 
i în tabelul 8 este depistarea tumorilor 

tiroidiene, îndeosebi a celor cu localizare 
ectopic i ofer  medicului veterinar 
informa ii despre glanda tiroid  atât din punct 
de vedere anatomic cât i func ional ajutând 
la confirmarea diagnosticului de 
hipertiroidism i instaurarea tratamentului.  

Un alt avantaj al scintigrafiei este 
utilizarea acesteia la pisicile la care 
concentra iile libere de T4 nu coreleaz  cu 
manifest rile clinice, deoarece la aproximativ 
6-12% din aceste pisici hipertiroide nu apar 
modific ri în ceea ce prive te concentra ia 
seric  de T4. Afec iunile non-tiroidiene pot 
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modifica concentra iile hormonilor tiroidieni 
conducând la erori în diagnosticarea 
afec iunii suspectate [1, 9, 20]. 

 
Tabelul 8. 

Principalele indica ii ale scintigrafiei tiroidiene [6]. 
 

evaluarea statusului func ional al glandei tiroidiene 
determinarea gradului de implicarea al lobilor 
tiroidieni, unilateral sau bilateral 
detectarea i localizarea esutuui iroidian ectopic 
diferen ierea naturii bolii tiroidiene, maligne sau 
benigne 
determinarea originii masei cervicale 
detectarea  maselor metastazice 
evaluarea eficacit ii terapiei 
depistarea eventualelor esuturi reziduale dup  
tiroidectomie 

 
Una din dezavantajele acestei metode 

de diagnostic este lipsa unit ilor special 
echipate  i a personalului licen iat în a 
utiliza i interpreta rezultatele ob inute [9, 
20].  

Metoda de lucru 
Scintigrafia veterinar  utilizeaz  ca i 

marker radioactiv pertechnetatul se sodiu 
sau iodul radioactiv. Ini ial speciali tii au 
folosit ca i marker radioactiv pertechnetatul 
de sodiu care era administrat intravenos i 
ce necesita un timp de 20 de min înaintea 
realiz rii imaginii scintigrafice, ulterior calea 
intravenoas  fiind înlocuit  cu cea 
subcutanat  [1]. 

În prezent, numeroase clinici 
specializate, de exemplu clinica Hypurrcat, 
SUA, utilizeaz  ca i marker iodul radioactiv. 
Astfel c  medicul veterinar injecteaz  o doz  
redus  de iod radioactiv subcutanat.  

În urm toarea or , aceast  doz  va fi 
absorbit  de lobii glandei tiroide dar i de 
glandele salivare într-un raport de 1:1 Iodul 
radioactiv prezent în glanda tiroid  dar i 
cele din glandele salivare vor emite raze 
Gamma ce vor fi preluate de o camer  
Gamma pentru a forma imaginea [20].  

Pentru realizarea acestei manopere, 
pisica este pozi ionat  normal, ventral pe 
camer  (figura 6) sau este pozi ionat  latero-
lateral pe camer . Aceast  manoper  
dureaz  mai pu in de un minut, timp în care 

camera gamma formeaz  imaginea. Aceasta 
nu necesit  anestezierea pacientului [6, 20]. 

 

 
 

Figura 6. Pozi ionarea ventral  a pisicii în 
vederea scintigrafiei (Clinica Hipurrcat) [20] 

 
La pisicile eutiroide, lobii tiroidieni la 

scanarea radionuclear  apar ca dou  zone 
de acumulare radionuclear , ovale, bine 
definite, simetrice atât în dimensiune cât i 
ca pozi ionare. Cum am mai men ionat, 
glanda tiroid i glandele salivare salivare 
vor absorbi acest marker în cantit i egale, 
un raport de 1:1 i vor fi vizibile la scanarea 
radionuclear . Acestea pot fi utilizate pentru 
calcularea cantit ii de iod radioactiv absorbit 
de glanda tiroid  fa  de glandele salivare 
(figura 7) [6, 20]. 

 

 
 

Figura 7. Aspectul lobilor tiroidieni i glandelor 
salivare la o pisic  eutiroid  (A) i aportul diferit 
de iod radoactiv, în favoarea unui lob tiroidian 

(adenom) (B) [20]. 
 

La pisicile hipertiroide aspectul lobilor 
tiroidieni poate fi observat cu u urin  
datorit  aportului crescut de iod radioactiv, 
iar raportul glanda tiroidian -glanda salivar  
se modific  în defavoarea glandelor 
salivarea care acum sunt aproape 
nesesizabile (figura 8) [6]. 
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Figura 8. Eviden ierea lobilor tiroidieni m ri i [21] 

 
Concluzii 

 

În momentul de fa , în România pentru 
depistarea hipertiroidismul se folose te doar 

surarea concentra iei totale i libere a 
hormonilor tiroidieni i nu pentru c  este o 
metod  mai util  sau mai pu in costisitoare 
ci, pentru c  în prezent, nu dispunem de 
clinici corect echipate cu aparatur  adecvata 
demersului, cum ar fi scintigraful i iodul 
radioactiv. 
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Rezumat 
 
Impurit ile organice sau anorganice din produsul medicinal veterinar pot proveni din materiile prime, din 
procesul de fabrica ie, dintr-o purificare incomplet , dintr-o conservare necorespunz toare. Limitele 
admise pentru impurita i în cadrul preparatelor farmaceutice se apreciaza prin comparare cu solu ii 
etalon, conform monografiilor corespunz toare. Studiile de degradare for at  definesc stabilitatea 
metodei de dozare a compu ilor activi i a intregului produs finit în conditii excesive, de degradare 
accelerata. De asemenea furnizeaz  informa ii privind c ile de degradare i selectivitatea metodelor 
analitice aplicate. Informa iile furnizate de c tre studiile de degradare aplicate asupra compusului activ i 
produsului farmaceutic final trebuie s  demonstreze specificitatea metodei analitice fa  de impurit i. 
Studiile de degradare for at  trebuie s  demonstreze ca impurit ile i produ ii de degradare rezulta i nu 
interfera cu compusul activ. Metodele curente de degradare for at  se refer  la hidroliza acid , hidroliza 
bazic , oxidarea, expunerea la temperatura i lumina produsului medicinal. Metodele HPLC reprezinta un 
instrument analitic integral în analiza stabilit ii produsului medicinal. Metoda HPLC trebuie s  poat  
separa, detecta i cuantifica diferi ii produ i specifici de degradare, care pot rezulta în urma prepar rii 
sau conserv rii produsului medicinal, precum i entit ile nou ap rute în urma sintezei. Ghidurile FDA i 
ICH recomand  introducerea în documenta ia necesar  punerii pe pia  a produsului medicinal a 
rezultatelor, inclusiv cromatogramele specifice produsului medicinal supus degradarii for ate. De 
asemenea, utilizarea metodelor HPLC în studiile de degradare for at  aplicate asupra produselor 
medicinale ofer  informa ii importante asupra condi iilor de stabilire a formulei preparatului medicinal, de 
sintez  a acestuia, a modalit ilor de ambalare i a conservabilitatii acestora.  

 
Abstract 

 
The organic or inorganic impurities in the veterinary medicinal product can derive from starting 
materials, manufacturing process, incomplete purification, inappropriate storage. The acceptable levels 
of impurities in pharmaceuticals are estimated by comparison with standard solutions, according to the 
appropriate monographs. Forced degradation studies determine the stability of the method of dosage for 
the active compounds and for the entire finished product under excessive accelerated degradation 
conditions. They also provide information on degradation pathways and selectivity of analytical methods 
applied. The information provided by the degradation studies on the active compound and finished 
pharmaceutical product should demonstrate the specificity of the analytical method regarding impurities. 
Forced degradation studies should demonstrate that the impurities and degradation products generated 
do not interfere with the active compound. The current forced degradation methods consist of acid 
hydrolysis, basic hydrolysis, oxidation, exposure of the medicinal product to temperature and light. 
HPLC methods are an integral analytical instrument for the analysis of the medicinal product. The HPLC 
method should be able to separate, detect and quantify various specific degradation products that can 
appear after manufacture or storage of the medicinal product, as well as new elements appearing after 
synthesis. FDA and ICH guidelines recommend the enclosure of the results, including the 
chromatograms specific to the forced degradation-subjected medicinal product, in the documentation for 
marketing authorization. Using HPLC methods in forced degradation studies on medicinal products 
provides relevant information on the method of determination for the formulation of the medicinal 
product, synthesis product, packaging methods and storage.  
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Introducere 
 

Cromatografia de lichide de înalt  
performan  HPLC reprezint  un instrument 
analitic important utilizat pentru studiul 
stabilit ii produselor medicinale [12, 13].  

Metodele HPLC permit separarea 
compu ilor individuali prezen i într-un 
amestec, identificarea i cuantificarea 
fiec rui component.  

Cromatografia poate fi descris  ca un 
proces de transfer de masa care implic  
adsorb ia.  

În metodele HPLC, datorit  presiunii 
inalte de lucru, proba de analizat este 
trecuta împreun  cu faza mobil  printr-o 
coloana cromatografic  umplut  cu un 
sorbent – faza sta ionar , conducând la 
separarea compu ilor din prob  [12, 13]. 

Presiunea de lucru poate atinge 400 – 
600 bari, permitând separarea compu ilor în 
timp scurt, comparativ cu metodele clasice 
cromatografice, care se bazau pe separarea 
la presiune gravitational .  

Compusul activ din coloana 
cromatografic  este un material granular 
format din particule de siliciu sau diferite 
tipuri de polimeri. 

Componen ii dintr-un amestec sunt 
separate pe baza gradelor diferite de 
interac iune cu particulele fazei stationare. 

Faza stationar  este alcatuit  dintr-un 
amestec de solvent (metanol, acetonitril, 
apa). În procesul de separare un rol 
important îl are temperatura de lucru, prin 
influen a asupra interac iunilor între 
compusul de analizat i faza sta ionar  [1].  

Aceste interac iuni sunt: fizice, de tip 
hidrofob, dipol – dipol, ionice, sau combina ii 
ale acestora. În alegerea fazei sta ionare i 
a fazei mobile se ine cont de structura 
chimic  a compusului de analizat [1, 2]. 

Schema unui cromatograf de lichide de 
înalt  presiune cuprinde: pompa, 
autosampler-ul, detectorul i compartimentul 
fazei mobile (solventilor). Cu ajutorul pompei 
proba de analizat este trecut  prin coloana 
cromatografic , ajungând la detector [12].  

Detectorul genereaz  un semnal 
propor ional cu cantitatea de proba trecut  
prin coloana, permitând astfel analiza 
cantitativ .  

Prelucrarea datelor este f cut  cu 
ajutorul unui software specific fiec rui 
producator de echipamente HPLC. 

Pompa poate lucra în gradient (în acest 
caz este posibil  modificarea fazei mobile i 
a fluxului de solvent la diferite intervale de 
timp, permitând separarea fin  a compu ilor 
unui amestec) sau liniar. 

Detectorul poate fi de tip: UV / VIS, 
diode array (PDA), detector de 
conductivitate, detector de fluorescen , 
detector de indice de refrac ie, detector 
electrochimic, spectrometru de mas .  

În func ie de structura chimic  a 
compu ilor de separat i de caracteristicile 
fazei sta ionare (coloana cromatografic ) 
metodele cromatografice se disting metode 
cromatografice cu faza normala, cu faza 
inversa, de excludere molecular , de schimb 
ionic, de bio-afinitate. 

La trecerea prin coloana cromatografic  
compu ii dintr-un amestec sunt re inuti la 
timpi diferi i – timp de reten ie - în func ie de 
afinitatea acestora pentru coloana i de 
procesele de parti ie realizate între faza 
stationar i faza mobil .  

Timpul de reten ie este influen at de 
tipul de eluent (faza mobil ), compozi ia 
fazei mobile, tipul de faza sta ionar , natura 
analitului. 

Eficien a i selectivitatea fazei 
sta ionare sunt parametri intrinseci ai 
coloanei cromatografice, i depind de tipul 
de faza sta ionar , lungimea coloanei, 
diametrul particulelor fazei stationare, viteza 
de curgere prin coloana (fluxul), 
temperatura, prezen a compu ilor ionizabili.  

Metodele HPLC utilizate în controlul 
produselor medicinale trebuie s  poat  
furniza informa ii cu privire asupra identit ii, 
purit ii i stabilit ii pe perioada de 
conservare a compusului activ [2-4]. 

Metoda analitic  trebuie s  cuantifice 
riguros compusul activ, de interes, f  s  
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interfereze cu eventualele impurit i 
prezente în materia prim  sau cele rezultate 
in urma procesului de fabrica ie i nici cu 
produsii rezulta i prin degradare for at  
aplicat  asupra produsului medicinal [1-5].  

În cazul prezen ei mai multor compu i 
activi in produsul medicinal, metoda HPLC 
trebuie dezvoltat  astfel încât sa permit  
separarea acestora – rezolu ia metodei.  

Metoda HPLC trebuie s  furnizeze 
informa ii asupra purit ii peak-ului 
compusului activ de interes, tinând cont de 
influen a fazei mobile i a solventului de 
extrac ie [12, 13]. 

 
Studiile de degradare for at  

 
Conform documentelor ICH si FDA 

validarea unei metode HPLC furnizeaza 
informatii asupra stabilitatii produsului 
medicinal analizat, procedura analitica 
avand capacitatea de a detecta modificarile 
dependente de timp ale propriet ilor 
compusilor activi. O astfel de metoda poate 
cuantifica cu acurate e compu ii activi, fara 
interferenta cu produ ii de degradare, 
impurit ile intrinseci, excipien ii sau alte 
impurit i poten iale [7-11].  

Aceste metode furnizeaz  informa ii 
asupra modului de eliberare a compusului 
activ si a produsului medicinal, 
compatibilitatea excipientilor, influen a 
modului de ambalare. Studiile de degradare 
for at  aplicate asupra unui compus activ 
sau unui produs medicinal vor furniza, de 
asemenea, informa ii asupra c ilor de 
degradare ale acestora, diferen ierea între 
produ ii de degradare datora i compusului 
activ i cei rezulta i din degradarea 
excipien ilor, elucidarea structurii produ ilor 
de degradare, determinarea stabilitatii 
intrinseci a moleculei compusului activ în 
solutie i în forma solid , mecanismele de 
degradare termica, hidrolitica, oxidativa i 
fotolitic  ale substan ei active i compusului 
medicinal [11].  

Experimentele de degradare for at  sunt 
realizate astfel încât s  se ob in  

degradarea controlata a produsului 
medicinal, respectiv compu ilor activi, pentru 
observarea modului de elu ie în metoda 
HPLC.  

Prin expunerea probelor la condi ii 
extreme de tipul temperaturii, radia iei 
luminoase, domeniului larg de pH i 
agen ilor oxidan i, se ob in compu i 
degrada i par ial care pot fi analiza i prin 
HPLC în scopul determin rii interferen elor 
dintre peak-urile datorate compu ilor activi i 
cele ale substan elor înrudite [7-11]. 

Scopul este ob inerea unei degrad ri de 
10%; orice degradare suplimentar  de pâna 
la 30% face subiectul unei degrad ri 
secundare, de aceea se recomand  
conducerea experimentelor în acest 
domeniu (10%). 

Documentele reglementarilor FDA si 
ICH furnizeaza definitii utile si cometarii 
generale asupra studiilor de degradare, îns  
informa ii pu ine cu privire la strategiile i 
pricipiile de baz  pentru realizarea studiilor 
de degradare for at  (ex. în cazul 
medicamentelor slab solubile sau 
compu ilor stabili)[3-9].  

Degradarea excesiva a unei molecule 
poate conduce la profile de degradare care 
nu sunt representative pentru condi iile de 
stocare i pentru devoltarea metodelor de 
preparare i analiz  a produsului medicinal.  

Astfel, studiile de degradare trebuie sa 
nu fie excesive. Trebuie stabilit un echilibru 
între cantitatea de agent degradant i timpul 
de degradare, deoarece anumi i factori pot 
sa nu conduc  la o degradare semnificativ   
Pentru fiecare tip de degradare se prepara 
cate o proba martor, pentru a discrimina 
intre background i proba degradat  [11].  

Experimentele de degradare for at  se 
pot aplica i asupra compusului activ / 
excipien i pentru observarea c ilor de 
degradare a substan ei de interes. 

De asemenea trebuie luate în calcul 
interac iunile care pot apare între compusul 
de interes i capsula / filmul protector.  

Condi iile de degradare se ajusteaza în 
func ie de fiecare compus activ de interes, 
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deoarece apar diferente de raspuns legate 
de solubilitate sau stabilitatea extrem  la 
anumite condi ii. Ducerea la extrem a 
condi iilor de degradare for at  poate 
conduce la rezultate inexacte, 

neconcludente pentru studiile ulterioare de 
stabilitate i conservabilitate a produsului 
dupa expunerea de durat , semnificativ  
(Tabelele 1 i 2). 
 

Tabelul 1.  
Exemple de conditii de degradare fortata aplicate compusului activ si produsului medicinal 

 

Substan a activ  Produs medicinal 

Solid Solutie / Suspensie Solid Semisolid Solu ie/ 
Suspensie 

Fotoliza 
Termoliza 

Temperaturea 
Umiditate 

Hidroliza acida/ 
bazica 

Oxidare 

Fotoliza 
Oxidare  

Temperatura/ 
Umiditate 

Fotoliza 
Oxidare 

Termoliza  
Temperatura/ 

Umiditate 

Fotoliza 
Oxidare 

Termoliza 

 

Tabelul 2.  
Condi ii generale de studii de degradare for at  

 

Tip  
de degradare 

Condi ii  
experimentale 

Condi ii  
de stocare 

Hidroliza acida HCl 0.1 N, HCl 0.5 N, HCl 1N 15, 60, 90 min. 
Hidroliza bazica NaOH 0.1 N, NaOH 0.5 N, NaOH 1 N 15, 60, 90 min. 

Oxidare  H2O2 3%, H2O2 10% 15, 60, 90 min. 
Termoliza  60°C, 80°C, 60, 90 min.; 24, 48 h 

Termoliza/ Umiditate 60°C/ 75%RH, 80°C/ 75%RH 60, 90 min.; 24, 48 h 
Fotoliza  250 w/ m2 24, 48 h 

 
Modelul experimental 

 
Studiile de degradare for at  trebuie s  

cuprinda toata gama de metode de liza 
(hidroliza oxidativ , hidroliza acid , hidroliza 
bazic , fotoliza, termoliza), pentru a avea o 
imagine de ansamblu a tuturor posibilit ilor 
de degradare a compusului de interes i a 
produsului medicinal, evaluandu-se astfel 
stabilitatea i conservabilitatea acestora. 

Prin cumularea rezultatelor ob inute în 
urma tuturor condi iilor de degradare se 
ob in informa ii asupra cailor de degradare a 
substan ei de interes, facilitând punerea la 
punct a metodei de preparare i ambalare a 
produsului medicinal. 

Condi iile ini iale se stabilesc pentru a 
se ob ine o degradare de aproximativ 10%, 
in func ie de rezultatele ob inute putând 
interveni modific ri ale concentra iei 
agentului degradant i / sau timpului de 
expunere la acesta. Prepararea probelor 
pleac  de la concentra ii ale sustan ei de 
interes cuprinse între 0.5 – 1 mg/ml. 

Parametrii cromatografici urm ri i în 
studiile de degradare for at  sunt:  

 aria,  
 înal imea,  
 asimetria peak-ului de interes,  
 rezolutia intre peak-ul compusului de 
interes si peak-ul imediat anterior (sunt 
acceptate rezolutii mai mari decat 1.0),  
 procentul de degradare,  
 aria peak-ului standardului compusului 
de interes,  
 num rul de talere teoretice i  
 factorul de capacitate a coloanei 
(parametri care indic  eficien a 
coloanei cromatografice i 
sensibilitatea metodei HPLC utilizat  
în studiu) [2, 10, 11]. 

Experimentele de degradare for at  se 
pot realiza i prin cumularea a dou  condi ii 
– de exemplu cuplarea hidrolizei acide/ 
bazice cu termoliza, însa numai dup  ce au 
fost studiate separat. În cazul degradarii 
oxidative cu H2O2 se recomand  lucrul la 
temperatura camerei, deoarece înc lzirea 
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excesiva a peroxidului de hidrogen duce la 
formarea de radicali alcoxil. Radicalii alcoxil 
sunt foarte reactivi, amplificând procesul de 
degradare. Prin ad ugarea, de exemplu, de 

metanol în mediu, efectul oxidativ este dus 
la extrem (Tabelul 3). 
 

Tabelul 3.  
Model experimental de studiu a degradarii for ate 

 

Indicator de 
degradare 

Substan a  
activa 

Reagent  
ad ugat  

Conditii  
de lucru  Dilu ia Concentra ia 

final  
Standard de 

referinta 
1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard - Diluare la 

concentratia finala 
9 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Solutie 
acida 

1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard 1 ml HCl 0.1 N 90 min. 8 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Solutie 
bazica 

1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard 1 ml NaOH 0.1 N 90 min.  8 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Control acid  - 1 ml HCl 0.1 N - 9 ml diluant pentru 
metoda HPLC - 

Control 
bazic - 1 ml NaOH 0.1 N - 9 ml diluant pentru 

metoda HPLC - 

Solutie 
oxidanta 

1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard 1 ml H2O2 3% 15 min. 8 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Control 
oxidant - 1 ml H2O2 3% - 9 ml diluant pentru 

metoda HPLC - 

Caldura 1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard - 2 h - 60°C 9 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Lumina  1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard - 60 min – 250 w/m2 9 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 
 

 
Figura 1. Compus activ nedegradat 
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Figura 2. Degradare acid  

 
Figura 3. Degradare bazic  
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Figura 4. Degradare oxidativ  

 
Figura 5. Degradare termic  
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Figura 6. Degradare fotolitic  

 
Concluzii 

 
Testele de stabilitate reprezint  un 

instrument de analiz  important pentru 
determinarea condi iilor de stocare i 
conservabilitatea produselor medicinale. 

Pe lâng  testele de lung  durat  
efectuate pentru determinarea precis  a 
perioadei de valabilitate a produselor 
medicinale, se pot efectua studii accelerate, 
prin pastrarea produsului la temperatura si 
umidit i excesive. Studiile de degradare 
fortata reprezint  un model de astfel de 
studii accelerate de testare a stabilit ii. 
Caracterizarea unui compus activ de interes, 
din punct de vedere chimic i structural fac 
parte din testele de punere la punct a unei 
noi formule de preparat medicinal.  

Studiile de degradare for at  sunt 
conduse astfel încât s  permit  realizarea 
optim  a unui profil de degradare. 

Pentru evaluarea stabilit ii intrinseci i 
a profilului de degradare compusul chimic de 
interes este supus unor etape diferite de 
condi ii de mediu accelerate. 

Metodele HPLC reprezint  principalul 
instrument analitic pentru caracterizarea 
substan ei de interes i a impurit ilor 
specifice i nespecifice. 

În mod curent, aceea i metoda HPLC se 
poate aplica pentru studiul unei substan e 
active i a unui produs medicinal care o 
con ine, adesea, aceeasi metoda putând fi 
utilizat i pentru studiul impurit ilor.  

Totu i, determinarea cantitativ i 
puritatea pot fi realizate prin metode diferite.  

Metoda HPLC aleasa trebuie s  poate 
diferen ia cu acuratele i s  cuantifice 
compusul de interes de impurit ile specifice 
i nespecifice. 
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Mic ghid de stabilire a eco-toxicit ii solului i apelor 
Small guide establishing eco-toxicity of soil and water 
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Rezumat 
 

Ecotoxicitatea solului i a apelor este una din preocup rile majore cu implica ii deosebite în calitatea 
vite ii omului i animalelor. În consecin , au ap rut numeroase metode de stabilire a gradului de poluare 
a mediului, care în ultimul deceniu, au cunoscut o dezvoltare extraordinar  în ultimii ani, cu aplicare în 
legisla iile europene i na ionale. În review-ul de fa  se dore te familiarizarea cititorilor cu câ iva 
indicatori de testare a polu rii apei i solului; respectiv testarea pe pe tii zebr i râme, organisme 
recunoscute ca indicatori viabili i sensibili ai polu rii. Sunt descrise metodologiile de testare cele mai 
cunoscute: toxicitatea acut i cronic  asupra pe tilor; determinarea polu rii prin utilizarea râmelor 
(Protocolul OECD 207). In plus, în capitolul Metodologia analitic  de stabilire a eco-toxicit ii solului i 
apelor este prezentat  sintetic gaz- cromatografia cuplat  cu spectrometria de mas  (GC-MS) i aplica iile 
în stabilirea gradului de poluare a mediului, iar în ultimul capitol, este prezentat  Legisla ia în domeniul 
managementul dejec iilor cu legisla ia European i Româneasc  conex . 

 
Abstract 

 
Soil and water ecotoxicity is one of the major concerns with important implications for human and animal 
life’s quality. Consequently, there were appeared many methods to determine the level of environmental 
pollution, which in the last decade have seen a tremendous development, with the implementation of 
European and national legislations. The present review is intended to familiarize readers with some 
indicators of water pollution and soil testing; testing that zebra fish and earthworm bodies recognized as 
viable and sensitive indicators of pollution.It describes the testing methodology known: acute and 
chronic toxicity on fish; determining pollution by using earthworms (OECD Protocol 207). In addition, 
analytical methodology chapter establishing eco-toxicity is summarized soil and gas chromatography 
coupled with mass spectrometry (GC-MS) and applications in determining the degree of environmental 
pollution, and the last chapter is presented legislation manure management in the EU and Romanian 
legislation related. 
 

1. Despre utilizarea indicatorilor 
moderni de poluare apei i solului  

 
1.1. Pe tii zebr  

 
Cercet torii de la Universitatea din 

Singapore reprezenta i prin Gong i col., au 
utilizat prin manipulare genetic  un tip de 
pe ti zebr  care detecteaz  poluan ii din 
ap  prin schimbarea culorii.  

De obicei, pe tii zebr  sunt de culoare 
neagr i argintie iar prin inginerie genetic  
s-au ob inut variet i de culoare verde sau 
ro u fluorescent (Fig.1-2.) [7, 12]. 

Genele fluorescente sunt extrase din 
meduze i injectate în icrele pe tilor zebr . 
Cu aceste gene corpul pe tilor zebr  este 
capabil s  ofere o str lucire fluorescent  
(Fig.3). 

Activarea acestor gene va func iona ca 
un comutator pentru activarea diferitelor 
esuturi ale pe tilor (Fig.4-5). 

Pân  în prezent, cercet torii au reu it s  
izoleze dou  tipuri de promotori de gene la 
pe tii zebr , un promotor inductibil de 
estrogen i un promotor receptor de stres.  

Ace ti promotori au fost utiliza i pentru a 
induce genele fluorescente de culoare la 
pe tii zebr  transgenici [7]. 
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Fig.1. Eviden ierea pe tilor zebr  fluorescen i [37] 
 

 
 

Fig. 2. Neuroanatomia pe tilor zebr :  
axoni (verde) i neuropil (ro u) [45] 

 

 
 

Fig. 3. Pe ti zebr  transgenici [37] 
 

Pe tii zebr  transgenici vor fi capabili s  
spund  la prezen a substan elor chimice 

ca estrogenul prin promotori estrogenici, 
metale grele i toxine prin promotori receptori 
de stres.  

Pe tii î i schimb  culoarea dependent 
de tipul de mediu pentru care a fost 
specificat  culoarea respectiv . De i s-a 
conceput doar culoarea ro ie i verde a 
pe tilor zebr , Gong a eviden iat faptul c  
poate ad uga pân  la cinci culori pe un 
pe te zebr , fiecare culoare indicând un 
poluant diferit [7, 12, 47]. 

 

 
 

Fig.4. Embrioni de pe ti zebr - modific ri de 
culoare ca indicatori de poluare [41] 

 

 
 

Fig. 5. Embrioni de pe ti zebr - utiliza i în 
cercetarea bolilor infec ioase la om [40] 

 
1.2. Râmele 

 
Râmele sunt frecvent folosite ca 

determinan i ai polu rii solului [1, 6, 33].  
Râmele sunt incluse în încreng tura 

Annelida, clasa Oligochaeta (Fig. 6), au un 
corp aproape cilindric, acoperit cu peri 
dispu i numai pe p ile laterodorsale i 
lateroventrale ale segmentelor. În treimea 
anterioar  a corpului se observ  o îngro are 
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a tegumentului cu aspect de a, denumit 
clitellum, cu rol în reproducerea viermilor, 
secretând un cocon în care sunt depuse 
ou le. Formele terestre ale clasei 
Oligochaeta tr iesc în sol, frunzar, humus 
brut etc., s pându- i galerii în stratul 
superficial al solului printre r cinile 
plantelor sau în profunzime. 

 

 
 

Fig.6. Aspect macroscopic al reprezentantului 
clasei Oligochaeta [44] 

 
Efectele benefice asupra solului sunt 

reprezentate de aerarea solului, transportul 
solului mineral din profunzime spre suprafa  
i al solului biogen spre profunzime.  

O mare parte particip i la procesele de 
transformare a resturilor vegetale în humus.  

Mediul de via  este reprezentat de sol, 
care odat  înghi it trece prin tubul digestiv, 
unde substan ele nutritive sunt re inute iar 
resturile nedigerate eliminate sub form  de 
excremente la suprafa a solului [1, 10, 14]. 

 
1.2.1. Etologia i ecologia râmelor 

 
Râmele nu prezint  organe respiratorii 

adecvate astfel fiind necesar un contact intim 
între suprafa a corporal i ap  pentru a 
realiza schimburi gazoase. Amoniacul 
excretat se elimin  în prezen a unei cantit i 
crescute de urin  hipotonic .  

Presiunea hidrostatic  a lichidului 
celomic influen eaz  mobilitatea i s parea 
galeriilor fiind dependente de o cantitate de 
ap  a organismului de peste 18% [13].  

Durata de via  pentru Eisenia fetida 
este de 4,5 ani iar pentru Lumbricus 
terrestris în jur 6 ani [46].  

Lumbricidele pot fi împ ite în trei 
grupuri morfo-ecologice, specii dependente 
de modul de hr nire i de construc ie a 
galeriilor dup  cum urmeaz : 

1. Epigeice, tr iesc pe suprafa a solului, 
în t vi ele plantelor, în substraturi organice. 
Sunt organisme de dimensiuni reduse 
adaptate la condi iile de umiditate i 
temperatur  de la suprafa a solului i sunt 
greu adaptabile în straturile de adâncime.  

Pe perioada diapauzei sap  galerii 
temporare în solul mineral. Eisenia fetida se 
utilizeaz  în vermicompostare dispunând de 
o perioad  scurt  între genera ii. 

2. Endogeice, tr iesc în straturile de sol 
de la suprafa i se hr nesc cu sol i 
materie organic . Acestea nu cosntruiesc 
galerii permanente, canalele temporare se 
vor umple cu material coprolitic în urma 
deplas rii râmelor i excret rii din intestine.  

Galeriile s pate sunt orizontale i 
arborescente. Importan a acestora este în 
descompunerea r cinilor, amestecarea 
straturilor de sol i în aerarea solului. 

3. Anecice, care construiesc galerii 
verticale permanente, p trunzând adânc în 
sol. Sunt detritivore tr gând hrana în galerii 

pate pân  la câ iva metri în sol.  
Dezavantajul este c  pot forma dopuri 

de materie organic  sau coprolite (sol 
excretat i particule minerale) astfel blocând 
deschiderea galeriilor. Efectul benefic al 
acestor specii printre care se afl i 
Lumbricus terrestris este de a descompune 
materia organic , a realiza circuitul 
substan elor nutritive i de a forma solul [1]. 

Hr nirea se realizeaz  prin procese de 
reac ie a materialului de sol coloid, organic i 
anorganic neresorbit cu formarea unor 
complexe argilo-humice [18, 46].  

Mecanismul de hr nire se bazeaz  pe 
triturare i amestecare în stomacul musculos 
cu ajutorul gr un elor de nisip înghi ite, apoi 
digestia se continu  în intestinul mediu cu 
participarea enzimelor digestive i a 
concre iunilor de calcar produse de glandele 
calcaroase urmând apoi resorb ia [10]. 
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În excrementele proasp t eliminate de 
râme s-a identificat o cantitate de germeni 
aproape similar  probelor de sol din jur [10].  

Con inutul de humus i calciu, for a de 
reten ie a apei i stabilitatea glomerulelor 
sunt mai mari în excrementele de râme decât 
în probele de sol colectate din apropierea 
canalelor s pate de viermi [10]. 

Lumbricidele sap  galerii în sol prin 
contrac ii coordinative ale benzilor de mu chi 
circulari i longitudinali din peretele corpului.  

Aceste contrac ii sunt realizabile de 
tre segmentele corpului care sunt 

men inute turgescente de c tre lichidul 
celomic. Aceste mi ri coordinative permit 
viermelui s  transfere contrac ia de la un 
segment la altul cu efect de und  care 
propulseaz  organismul spre înainte [46].  

Efectele benefice ale lumbricidelor sunt 
reprezentate de faptul c  [10, 36, 38]: 

 descompun materia organic  moart i 
a celei aflate în descompunere cu o nutri ie 
bazat  pe bacteriile i ciupercile care se 
dezvolt  pe aceste substraturi  

 reduc inciden a bolilor produse de fungi 
 fragmenteaz  materia organic , 

desf oar  activit i de forare a galeriilor, 
amestec  solul i particip  la formarea 
agregatelor structurale de sol 

 ajut  la cre terea ratei de infiltrare a 
apei i capacitatea de re inere a apei în sol, 
îmbun esc procesele de aera ie din sol 

 ofer  canale pentru cre terea 
cinilor plantelor i m run esc i îngroap  

resturile plantelor 
Pe lâng  materia organic  moart , 

lumbricidele inger  particule de sol de 
dimensiuni mici amestecând i macerând 
totul pân  la particule foarte mici asemenea 
unei paste fine care apoi va fi digerat  în 
stomac.  

Coprolitele proaspete ale lumbricidelor 
sunt de cinci ori mai bogate în azot accesibil 
plantelor, de apte ori în fosfor i de 11 ori 
mai bogate în potasiu comparativ cu primii 
centimetri de la suprafa a solului. Dac  
exist  o cantitate mare de humus accesibil, 

greutatea coprolitelor excretate poate dep i 
4,5 kg / lumbricid / an, fiind un indicator al 
interesului sporit al gr dinarilor i fermierilor 
de a men ine popula iile de viermi la un nivel 
înalt [36].  

Cercet rile realizate în SUA au 
eviden iat faptul c  lumbricidele con in 
substan e cu propriet i antiinflamatoare 
pentu tratarea artritei i a altor patologii ale 
articula iilor [46]. 

 
1.2.2. Importan a i efecte asupra 

umidit ii din sol 
 

Galeriile gr besc scurgerea apei în i din 
sol. O rat  crescut  a infiltr rii ajut  la 
prevenirea polu rii prin minimalizarea 
eroziunii de suprafa i transportul chimic 
spre apele de suprafa  [46].  

Totodat  galeriile favorizeaz  transportul 
poluan ilor, nitra i sau pesticide spre pânzele 
freatice [5].  

Galeriile orizontale ale speciilor 
endogeice nu transport  apa i solu iile la 
aceea i adâncime ca i galeriile verticale ale 
speciilor anecice [46].  

 
2. Metodologii uzuale 

 
2.1. Toxicitatea acut  asupra pe tilor 

 
Metodologiile conform Ordinului nr. 245 

din 26 martie 2005 sunt [30]: 
 

2.1.1. Caracteristicile principale 
 

 aprecierea toxicit ii acute letale a 
substan elor din apele de suprafa  asupra 
pe tilor; 

 necesitatea însu irii propriet ilor fizico-
chimice ale substan elor de investigat: gradul 
de solubilitate în ap , presiunea vaporilor, 
caracterul biodegradabil, stabilitatea 
substan ei, în vederea alegerii unei metode 
de test adecvate pe sistem static, semi-static 
sau prin curgere continu  în scopul de a 
asigura concentra ii de substan  
neschimbate pe întreaga durat  a testului; 
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 conferirea unor informa ii legate de 
formula chimic , puritatea, natura, 
observarea prezen ei i a cantit ilor de 
aditivi, valoarea coeficientului de parti ie n-
octanol / ap , care se vor lua în calcul pentru 
o bun  organizare a testului i pentru a 
interpreta rezultatele.  

 
2.1.2. Defini ii aferente 

 
 Toxicitate acut  – decelarea efectelor 

defavorabile într-un timp scurt (96 h) asupra 
organismelor de test în prezen a unei 
substan e; care se expune prin concentra ia 
medie letal . 

 CL50 – concentra ia care omoar  50 % 
din pe tii care se g sesc în apa de testare 
într-o perioad  de expunere continu . 

 Unit ile de m sur : greutate/ volum 
(mg/L) ori greutate/ greutate (mg/kg) [30]. 

 
2.1.3. Principiul de realizare a metodei 

 
Limita superioar  de testare poate fi 

realizat  Ia 100 mg/L substan  pentru a 
dovedi c  CL50 reprezint  o concentra ie 
ridicat  fa  de aceast  concentra ie.  

Pe tii se expun la substan a de testare 
în concentra ii seriate pe parcursul a 96 h; 
mortalit ile fiind înregistrate la intervale de 
minim 24 h iar concentra iile la care 
letalitatea pe tilor este de 50 % (CL50) sunt 
luate în vedere i înregistrate [30]. 
 

2.1.4. Criteriile de calitate 
 

Lotul de control trebuie s  aib  o 
mortalitate mai mic  de 10 % la sfâr itul 
testului. Satura ia oxigenului dizolvat trebuie 

 fie mai mare de 60 %. 
Substan ele de testare vor reprezenta 

circa 80% din concentra ia de început pe 
toat  durata test rii. Pentru substan ele u or 
dizolvabile în mediu sau care sunt stabile, 
concentra ia ini ial  este apreciat  a fi un 
echivalent al concentra iei nominale. Se 
eviden iaz  care au fost concentra iile 
utilizate pe toat  durata test rii i care au 
fost condi iile experimentale. Acestea se 

subliniaz  pentru substan ele care 
îndeplinesc urm toarele caracteristici: 

 de in o solubilitate sc zut  în mediul de 
testare; 
 pot forma dispersii i emulsii stabile; 
 sunt instabile în solu ii apoase, 
 concentra ia ini ial  va fi m surat  în 
solu ie la începutul test rii.  

Concentra ia va fi apreciat  dup  o 
perioad  de stabilizare, dar înaintea 
introducerii pe tilor. Determin rile care se 
realizeaz  pe toat  durata test rii trebuie s  
afirme c  pH -ul nu difer  cu mai mult de o 
unitate [30]. 
 

2.1.5. Modul de lucru 
 

Metoda de testare poate fi de trei feluri: 
 testul static – este un test la care 
solu ia de testare nu se schimb ; 
 testul semi-static: solu iile de testare 
sunt reînnoite în mod regulat; 
 testul cu curgere continu : apa este 
reînnoit  permanent în acvariile de 
testare.  

 

Reactivii 
Solu ia stoc de testare – se prepar  

printr-o dizolvare a substan ei în ap  
deionizat . Concentra iile se preg tesc din 
solu ia stoc printr-o diluare seriat ; iar în 
cazul utiliz rii unor concentra ii mari, 
substan a se poate dizolva nemijlocit în apa 
de dilu ie.  

Gradul de solubilitate este important în 
ob inerea acestor concentra ii. Substan ele 
se testeaz  pân  la limita de solubilitate 

sit . Substan ele cu solubilitate redus  sau 
cele care formeaz  o dispersie cu stabilitate, 
au la baz  realizarea unei concentra ii 
reg site peste limita de solubilitate a 
substan ei de testare cu scopul de a ob ine o 
concentra ie maxim  solubil  sau stabil .  

O dispersie ultrasonic  se poate utiliza, 
pentru substan ele cu o solubilitate sc zut  
în ap , pentru a prepara solu iile stoc. 
Utilizarea unor substan e auxiliare, implic  ca 
toate concentra iile de testare s  con in  o 
cantitate egal  de substan  auxiliar  [24].  
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Martorii se vor expune la o concentra ie 
identic  de substan e auxiliare de tipul celor 
utilizate în seriile de testare. 

Concentra ia substan elor auxiliare va fi 
redus , f  dep irea a 100 mg /L în mediul 
de testare. Testul se va realiza f  ajustarea 
pH -ului.  

Orice modificare evident  a valorii pH-
ului implic  repetarea testului prin folosirea 
unui pH adaptat i cu înregistrarea 
rezultatelor.  

Astfel, valoarea pH-ului pentru solu ia 
stoc va fi adaptat  cu pH-ul apei de dilu ie.  

Astfel sunt preferate substan ele de tipul 
HCl i NaOH. Se va ac iona cu pruden  
pentru a nu modifica concentra ia substan ei 
de testare printr-o ajustare a pH-ului. Se va 
înregistra orice reac ie de precipitare sau 
chimic  rezultat .  

 

Apa utilizat  pentru dilu ie: 
Se folose te apa cu caracter potabil, 

necontaminat  cu clor sau metale grele, apa 
natural  cu valoare calitativ  sau cea 
reconstituit . Duritatea apei trebuie s  fie 
între 10 i 250 mg/L (CaCO3) i pH-ul s  fie 
cuprins între 6,0 i 8,5 [24]. 

 

Aparatura necesar : 
 aparatura trebuie s  fie în totalitate din 
material inert chimic; 
 un sistem de dilu ie care va fi 
automatic; 
 un dozator de oxigen; 
 un echipament pentru a determina 
duritatea apei; 
 un echipament pentru men inerea 
adecvat  a temperaturii; 
 un pH-metru. 

 

Pe tii utiliza i în testare: 
Pe tii vor fi într-o stare de s tate f  

anomalii fizice i comportamentale, ale i 
dependent de criteriile de vârst , cu o 
posibilitate de între inere, sensibilitatea la 
substan ele chimice va fi relativ , i cu 
posibilitatea de a compara datele ob inute cu 
cele deja existente la nivel interna ional.  

Preg tirea materialului pt. experiment: 

Pe tii vor proveni din acela i stoc, vor 
avea aceea i lungime i vârst i vor fi inu i 
un minim de 12 zile în urm toarele condi ii:  

 sistem de recirculare/curgere continu ; 
 apa; 
 lumina: 12-16 ore iluminat zilnic; 
 concentra ia oxigenului dizolvat de cel 
pu in 80 % satura ie; 
 hr nirea se va face de trei ori pe 

pt mân , hr nirea lor încetând cu 24 
h înainte de începerea test rii; 
 mortalitatea ob inut  într-un interval de 
48 h de la introducerea pe tilor în 
acvariile de acomodare. 

Se vor înregistra mortalit ile i se vor 
aplica urm toarele criterii: 
 mortalit i peste 10% din popula ie în 

apte zile conduc la eliminarea lotului 
per ansamblu; 
 letalitate cuprins  între 5-10% din 
popula ie conduce la o prelungire a 
perioadei de acomodare pentru înc  
apte zile; iar în cazul în care nu mai 

sunt înregistrate mortalit i, lotul se 
accept , altfel se elimin  în întregime. 
 letalitate sub 5 % din popula ie duce la 
o acceptare a lotului. 

 

Adaptare: 
To i pe tii se vor men ine în ap  la o 

temperatur  constant  pe o durat  de apte 
zile înainte de a începe testului. 

 

Procedura de testare: 
Se va face o testare preliminar  pentru a 

ob ine date referitoare la irul de concentra ii 
care trebuie utilizat în testul de baz .  

Dac  se folosesc substan e auxiliare 
pentru a m sura gradul de solubilitate al 
substan elor se realizeaz  o prob  martor 
(control). Dependent de propriet ile fizico-
chimice ale substan ei de testare se va 
selecta metoda cea mai adecvat  din cele 
men ionate. Pe tii se vor expune la ac iunea 
substan elor astfel: 

 durata va fi de 96 h; 
 num rul de pe ti: minim apte pentru 
fiecare concentra ie; 
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 acvariile de o capacitate convenabil  în 
concordan  cu înc rcarea cu animale 
de test; 1 g/l pentru testele semi-statice 
i statice iar pentru cele cu curgere 

continu  înc rcarea ar putea fi mai 
mare; 
 concentra ia de testare: se aleg minim 
cinci concentra ii diferen iate printr-un 
factor de maxim 2,2, pe un domeniu 
care s  acopere mortalitatea între 0 - 
100 %; 
 lumina: 12 - 16 h /zi; 
 temperatura: dependent de specie, dar 
+10C în orice testare; 
 concentra ia oxigenului dizolvat: minim 
60 % satura ie a oxigenului; 
 hr nire: pe tii nu se hr nesc. 

Pe tii se vor observa dup  2 – 4 ore de 
la introducere i la intervale de cel pu in de 
24 ore. Pe tii se consider  mor i, dac  la 
atingerea înot toarei codale nu se 
înregistreaz  reac ii i nu se observ  mi ri 
respiratorii. Se vor nota pe tii mor i i se 
îndep rteaz  din acvarii.  

Se înregistreaz  anomaliile legate de 
echilibru, înot, respira ie i pigmenta ie. Se 
va monitoriza zilnic pH-ul, oxigenul dizolvat i 
temperatura. 

 

Testul limit : 
Prin utilizarea procedurilor descrise se 

poate stabili o limit  de testare de 100 mg/L 
pentru a demonstra c  CL50 are o valoare 
superioar  acestei concentra ii. Dac  
substan a nu permite atingerea unei 
concentra ii de 100 mg/L în apa de testare, 
limita de test se stabile te pentru o 
concentra ie identic  cu solubilitatea 
substan ei.  

Pentru testul limit  se utilizeaz  acela i 
num r de pe ti (7 -10 pe ti) – la fel ca pentru 
testul martor; teoria distribu iei binomiale 
afirm  c  în cazul în care se utilizeaz  10 
pe ti cu mortalitate zero, gradul de încredere 
va fi de 99,9 % iar CL50 va fi mai mare decât 
concentra ia utilizat  în testul limit .  

Dac  sunt folosi i între 7 i 9 pe ti, 
absen a mortalit ii implic  un grad de 

încredere de minim 99 %, însemnând c  
CL50 va avea o valoare superioar  
concentra iei folosite. Apari ia mortalit ii 
impune dezvoltarea unui studiu complex. 
Efectele subletale ap rute se înregistreaz .  
 

2.1.6. Evaluarea si raportarea 
 

Fiecare perioad  de observa ie va avea 
drept corespondent un grafic de mortalitate 
dependent de perioada de expunere fa  de 
logaritmul concentra iei. Dac  se poate, se 
vor estima CL50 i limitele de confiden  (p = 
0,05). Dac  panta curbei concentra ie / 
mortalitate dep te gradul de înclinare, 
pentru a permite calcularea CL50, este 
suficient  o estimare grafic  valorii [39].  

Dac  dou  concentra ii consecutive în 
raport de 2,2 au valori ale mortalit ii de 0% 
i 100 %, aceste valori sunt suficiente pentru 

a aprecia intervalul în care se situeaz  CL50.  
În cazul în care se observ  c  nu se 

poate men ine o stabilitate i o omogenitate 
a substan ei de testare, se vor nota 
observa iile i se va ine cont de ele la o 
viitoare interpretare a rezultatelor.  

Raportul trebuie s  includ  urm toarele: 
 observa ii referitoare la organismele de 
testare – denumire tiin ific , num rul 
folosit pentru fiecare concentra ie, gen, 
specie, m rime; 
 caracteristicile chimice i sursa pentru 
apa de dilu ie (pH-ul, duritatea, 
temperatura); 
 pentru substan ele cu solubilitate 
redus  în ap , se include metoda de 
realizare a solu iei stoc i a solu iilor de 
testare; 
 concentra ia substan elor auxiliare; 
 lista concentra iilor utilizate i orice alte 
date referitoare Ia stabilitatea 
concentra iilor în solu ia de testare; 
 realizarea analizelor chimice implic  
redarea metodelelor utilizate i a 
rezultatelor ob inute; 
 se va înregistra rezultatul testului limit ; 
 motiva ia i detaliile procedurii de 
testare (pe sistem static, semi-static, cu 
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curgere continu , doza, viteza de 
curgere, înc rcarea cu organisme de 
testare, aerarea apei); 
 descrierea echipamentului utilizat; 
 iluminarea; 
 concentra ia oxigenului dizolvat, 
valorile pH i temperatura ob inut  la 
fiecare 24 h; 
 aprecierea îndeplinirii criteriilor de 
calitate; 
 redarea sub form  tabelar  a 
mortalit ii cumulative pentru fiecare 
concentra ie i a martorului la timpul de 
observa ie recomandat; 
 graficul curbei concentra ie/ procent 

spuns la sfâr itul test rii; 
 CL50 la fiecare timp de observa ie ( 
limit  de confiden  95%); 
 procedurile statistice utilizate pt. LC50; 
 concentra ia cea mai mare a test rii, la 
care nu se observ  mortalitate pe toat  
durata test rii; 
 concentra ia cea mai mic  care 
provoac  mortalitate 100% pe perioada 
test rii [30].  

Alte metodologii de testare se vor 
descrie în partea de cercet ri proprii a tezei. 

 
2.2. Metodologia de determinare a 
toxicit ii cronice asupra pe tilor  

 
2.2.1. Principiul metodei 

 
Pentru monitorizarea efectelor cronice 

ale substan elor cu risc s-a ales metoda de 
colorare hematoxilin -eozin , fiind o metod  
accesibil , care permite înregistrarea 
efectelor legate de structura mai multor 
organe vitale-branhii, intestine sub iri, ficat, 
rinichi i musculatur  [30]. 

 

Modul de lucru 
 

Reactivii: 
 alcoolul etilic absolut, 
 formol, 
 acetona, 
 benzen, 
 hematoxilina, 

 eozina, 
 albumina, 
 parafina. 

Aparatura: 
 un microtom; 
 un termostat cu includere în parafin ; 
 plit  pentru întinderea sec iunilor; 
 un microscop; 
 un aparat de fotografiat. 

 

Sticl ria utilizat : 
 vase de tip Borel, 
 lame, 
 i lamele [30]. 

 

Metodologia de intoxicare: 
 pe tii din experiment se introduc în 
acvarii cu capacitatea de 30 L; 
 se utilizeaz  20 de organisme/acvariu; 
 concentra iile din testare vor fi 
subletale; 
 concentra iile alese depind de 
caracteristicile substan ei. 

Testele cronice se vor realiza în regim 
static. 

 

Metoda de prelevare 
Pe tii intoxica i se vor preleva pentru 

investiga ii histopatologice la interval de 
maximul 30 zile. 

 

Procedura de testare 
Recoltarea pe tilor pentru testarea 

histopatologic  se face la un interval de 30, 
60, 90,120 i respectiv 150 zile, pân  la cel 
mult un an. Ob inerea preparatelor 
histologice impune o recoltare a fragmentelor 
i o prelucrare a lor dup  o tehnic  de 

manipulare histopatologic . Dup  disec ia 
anatomic  a pe telui se vor preleva 
fragmente de branhii, ficat, intestin sub ire, 
rinichi, i musculatur , deoarece acestea 
sunt organe vitale i organe int  pentru 
substan ele care se acumuleaz  sau au un 
efect toxic. 

 

Fixarea 
Fragmentele de organe ob inute în urma 

disec iei se fixeaz  în formol 10 %, pentru a 
opri procesele de degradare care apar dup  
moarte. 
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Deshidratarea i clarificarea 
Dup  fixare, piesele se deshidrateaz  în 

baie de alcool etilic, la concentra ii 
cresc toare (70º, 90º, 100º); iar dup  
deshidratare fragmentele se clarific  în 
aceton i benzen. Piesele astfel 
deshidratate i clarificate se includ în 
parafin i se men in la o temperatur  
constant  de 57ºC. Blocurile de parafin , cu 
fragmente de organe, vor fi sec ionate la 
microtom; cu o grosime a sec iunilor de 5 – 
6µ. 

 

Colorarea cu hematoxilin  eozin  
Sec iunile vor fi întinse pe lame cu 

albumin  Mayer i vor fi p strate la termostat 
cu includere în parafin  timp de 5 - 24 h, la 
temperatura constant  de 37ºC.  

Pentru observarea efectelor produse de 
substan ele investigate este necesar s  se 
realizeze o colorare a sec iunilor i ob inerea 
unor preparate fixe. Astfel lamele cu sec iuni 
vor fi deparafinate în benzen. Apoi vor fi 
trecute prin b i succesive de alcool etilic cu 
concentra ii descresc toare (100º, 90º, 70º), 
pentru a înl tura solventul parafinei, ultima 
baie realizându-se cu ap  distilat .  

Sec iunile se coloreaz  cu hematoxilin  
i eozin . Ace ti coloran i eviden iaz  nucleul 
i citoplasma. Dup  colorare, sec iunile se 

deshidrateaz  în alcool etilic cu concentra ii 
cresc toare (70º, 90º, 100º) i apoi clarificate 
în benzen [30]. Preparatele microscopice 
sunt montate în balsam de Canada devenind 
preparate fixe. 
 

2.2.2. Examinarea si raportarea 
 

Se realizeaz  examinarea la 
microscopul optic i se compar  cu martorul. 
Modific rile celulare se descriu detaliat i se 
fotografiaz  [30]. 

 
2.3. Metode de determinare a polu rii 

prin utilizarea râmelor 
 

2.3.1. Protocolul OECD 207 
 
Protocolul utilizeaz  r spunsul unei 

singure specii, Eisenia fetida, aleas  datorit  

caracteristicii de a nu s pa prea adânc în sol 
i a prefen ei acesteia pentru soluri bogate în 

materie organic , provenit  de obicei din 
resturi vegetale descompuse sau dejec ii 
animale [26]. 

 
Testul de toxicitate pe hârtie de filtru 

 
Pentru acest test sunt necesare 

eprubete de sticl  cu fund plat, de 
aproximativ 8 cm lungime i 3 cm diametru, 
care se c ptu esc cu hârtie de filtru, t iat  cu 
dimensiuni potrivite pentru a evita 
suprapunerea în eprubet .  

Se folose te substan a de testare 
dizolvat  în ap  distilat , aceton , hexan sau 
cloroform, dependent de solubilitate.  

Din solu ie se va lua 1 ml i se va 
introduce în fiecare eprubet  de test iar apoi 
eprubetele se a eaz  în pozi ie orizontal  în 
fa a unui curent slab de aer pentru ca hârtia 
de filtru din interior s  se usuce.  

Dup  uscare, în fiecare eprubet  se 
introduce 1 ml solu ie de testare respectiv 
ap  distilat  în eprubeta martor.  

Eprubetele se închid cu dopuri 
prev zute cu un orificiu pentru aerare.  

Înainte de introducerea râmelor în 
eprubete, câte una în fiecare eprubet  pentru 
a nu periclita interpretarea rezultatelor în 
eventualitatea mortalit ii acestora, acestea 
se vor men ine trei ore pe hârtie de filtru 
umed  pentru golirea tubului digestiv, dup  
care se spal i se usuc .  

Pe parcursul testului eprubetele se 
men in în t vi într-o pozi ie orizontal .  

Eprubetele se men in la 20±2 °C, în 
condi ii de întuneric iar mortalitatea se 
înregistreaz  dup  72 h.  

Râmele se consider  moarte dac  nu 
spund la stimuli mecanici fin aplica i pe 

cap tul anterior al corpului [10, 43]. 
 

Testul de toxicitate pe sol artificial 
 
Substan a de testare se amestec  cu 

ap  distilat  care se adaug  peste solul 
artificial (10% turb  de Sphagnum, 20% 
argil  caolin i 70% nisip industrial).  
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Fiecare vas de cultur  con ine 750 g sol 
artificial peste care se pun 10 râme 
(men inute în prealabil 24 h într-un alt vas i 
sp late). Vasele se acoper  cu folie de 
plastic perforat  care s  împiedice 
evaporarea i sp permit  totodat  aerarea 
mediului de testare. 

Durata testului este de 14 zile iar în ziua 
7 i 14 se înregistreaz  datele referitoare la 
mortalitatea râmelor din testare.  

Evaluarea mortalit ii în ziua 7 se face 
golind con inutul vaselor de sticl  pe o tav , 
se sorteaz  râmele i li se testeaz  reac ia la 
stimuli mecanici aplica i pe partea anterioar  
a corpului. 

 

Rezultatele testului cuprind: 
 stabilirea biomasei medii vii i a 
num rului de râme vii/tratament la 
începutul i la sfâr itul testului 
 descrierea modific rilor patologice i 
etologice (leziuni, ulcera ii ale 
tegumentului, capacitatea de s pare a 
galeriilor) 
 trasarea grafic  a curbei 
concentra ie/efect 
 stabilirea ratei mortalit ii pentru probele 
martor 
 stabilirea ratei mortalit ii pentru probele 
de testare (descompunerea rapid  post-
mortem a râmelor va duce la concluzia 

 absen a acestora la momentul 
num rii semnific  mortalitatea 
acestora) 
 determinarea umidit ii solului artificial la 
începutul i sfâr itul testului 
 precizarea concentra iei la care 
mortalitatea a fost zero 
 precizarea concentra iei la care 
mortalitatea a fost 100% [10, 43]. 

 
3. Metodologia analitic  de stabilire a 

eco-toxicit ii solului i apelor 
 

3.1. Gaz- cromatografia cuplat  cu 
spectrometria de mas  (GC-MS) 

 
Gaz-cromatografia cuplat  cu 

spectrometria de mas  se utilizeaz  pentru 

identificarea calitativ i m surarea 
cantitativ  a unor componente din 
amestecuri complexe. 
 

Strategia analizei calitative 
 

Pentru asigurarea identific rii calitative 
a componentelor organice prin GC-MS se 
vor respecta anumite criterii: spectrul de 
mas  a compu ilor cunoscu i sau 
necunoscu i trebuie s  corespund  întregului 
registru de spectre de mas . Astfel spectrele 
compu ilor autentici vor fi înso ite de o 
bibliotec  de referin  spectral  sau de o 
mostr  a produsului respectiv. 

 
Strategia analizei cantitative 

 
Cuantificarea vizeaz  zona picurilor 

cromatogramelor de mas  sau monitorizarea 
ionic . Cu ajutorul tehnicii de monitorizare 
ionic , spectrometrul de mas  nu este setat 
pentru scanarea tuturor maselor, în schimb, 
instrumentul face salturi de la o mas  la alta.  

Avantajul este c  spectrometrul de 
mas  este re inut o perioad  mai mare la o 
mas  selectat , raportul semnal- zgomot la 
acea mas  se îmbun te iar 
sensibilitatea global  a experimentului cre te 
cu un factor de la 100 la 1000 [35]. 
 

3.1.1. Gaz-cromatografia 
 

Procesul de separare cromatografic  se 
desf oar  în coloana cromatografic . 

Coloanele în cromatografia de gaze pot fi 
clasificate în urm toarele tipuri: 

1) Coloane umplute, în care umplutura 
este reprezentat  de c tre faza sta ionar  
depus  pe un suport inert iar materialul astfel 
rezultat este introdus mecanic într-o coloan  
(metalic  sau silice topit , cu diametrul de 
ordinul mm i lungimea de pân  la 1 m). 

2) Coloane capilare (WCOT – „wall 
coated open tubular”) având pe peretele 
interior un film lichid imobilizat, cu grosime 
de strat între 0,1 i 5 m (de regul  0,25 

m). Coloanele capilare sunt construite din 
silice topit  sau borosilicat, acoperite la 
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exterior dintr-un strat protector de polimer.  
Lungimea acestora este de pân  la 

100 m,  iar diametrul interior între 0,05 – 1 
mm. Eficien a acestora este foarte mare, 
separ rile cromatografice pe astfel de 
coloane atingând 5.000-10.000 talere/m 
lungime de coloan . 

3) Coloane capilare (SCOT – „support-
coated open tubular”) având pe peretele 
interior depus un strat cu grosimea de cel 
mult 30 µm, alc tuit din particule ale unui 
suport inert (de exemplu, p mânt diatomeic) 
pe care este depus  faza sta ionar  propriu-
zis  dat  de un film lichid cu grosimea de 
maximum 1 µm (Fig. 7) [16]. 

 

 
 

Fig.7. Imagini pe sec iune WCOT i SCOT [16] 
 

Gaz-cromatografia cuplat  cu 
spectrometria de mas  poate fi utilizat  
pentru analiza componentelor volatile care 
sunt stabile la temperaturi ridicate de 
separare.  

Hong i col. (2001) a utilizat GC-MS, 
cromatografia prin excluderea m rimii SEC, 
cromatografia de extrac ie în faz  solid  SPE 
pentru m surarea a 18 pesticide din praf [9].  

Pesticidele volatile din plante i sol s-au 
analizat prin microextrac ie de faz  solid  [2]. 
Diferen e considerabile s-au observat între 
capacit ile de adsorb ie a fibrelor, adsorb ia 
pesticidelor fiind mai mare pe 
polidimetilsiloxan comparativ cu fibrele de 
poliacrilat [4]. 

Realizarea cuplajului GC-MS are la baz  
faptul c  substan a organic  este deja în 
faz  gazoas .  

Dac  se utilizeaz  coloanele cu 
umplutur , debitul de gaz purt tor este în jur 
de 20 30 cm3/min, cu efecte asupra valorii 
presiunii din spectrometru (1 cm3 de gaz aflat 

la presiune atmosferic  ocup  un volum de 
107 cm3 la presiunea de 10-4 mm Hg; astfel 

 pompa de vid trebuie s  asigure un debit 
de evacuare de 150 l/s pentru a îndep rta 1 
cm3 de gaz purt tor).  

Pentru îndep rtarea unui volum crescut 
din gazul purt tor se utilizeaz  mai multe 
tipuri de interfe e, bazându-se pe viteza 
superioar  de difuzie a eluentului (de obicei 
heliu) comparativ cu moleculele probei 
(Fig.8.).  

 

 
 

Fig.8. Interfa  gaz-cromatograf cuplat cu 
spectrometrie de mas  de tip jet [16] 
 

Efluentul provenit de la gaz-cromatograf 
este ejectat, printr-un orificiu într-o camer  
vidat ; din jetul astfel format are loc difuzia 
preferen ial  a moleculelor gazului purt tor, 
mai u oare decât moleculele probei.  

Un al doilea orificiu, coaxial cu primul i 
aflat la o distan  de circa 1 mm de acesta, 
face leg tura cu spectrometrul de mas : 
aproximativ 90 % din heliu i 40 % din prob  
nu trec prin al doilea orificiu, astfel încât în 
aparat ajunge o prob  îmbog it .  

Coloanele cromatografice capilare pot fi 
racordate direct la spectrometrul de mas  
deoarece debitele la ie ire au valori de 
numai 1 5 cm3/min [16]. 

 
3.1.2. Spectrometria de mas  

 
Spectrometria de mas  este o metod  

instrumental  de analiz  a compu ilor 
organici având la baz  fragmentarea 
moleculelor în ioni de mas  diferit  cu 
sarcin  pozitiv i separarea lor în fascicule 
de ioni cu aceea i mas  folosind 
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concomitent interac iunea acestora cu un 
câmp electric i magnetic. 

În principiu, are loc bombardarea 
substan ei de cercetat cu un fascicul de 
electroni, urmat  de accelerarea ionilor 
forma i i separarea lor în func ie de mas  
prin ac iunea concomitent  a unui câmp 
electric i magnetic [16]. 

 

Un spectrometru de mas  cuprinde: 
 un compartiment de producere a ionilor 
sub ac iunea unui fascicul de electroni 
(1); 
 un compartiment de accelerare a 
ionilor în câmp electric longitudinal (2); 
 un compartiment de separare în câmp 
magnetic transversal func ie de raportul 
m/e (3); 
 un compartiment de detectare a ionilor 
(4). 

 

Când detectorul (4) este o plac  
fotografic , care este impresionat  mai mult 
sau mai pu in func ie de num rul ionilor, 
aparatul se nume te spectrograf.  

Aparatele moderne înregistreaz  
curentul ionic (propor ional cu num rul de 
ioni) sub form  de spectru, în func ie de 
masa ionilor i de abunden a lor; asemenea 
aparate se numesc spectrometre de mas . 

Majoritatea spectrometrelor de mas  
realizeaz  separarea ionilor pozitivi, 
deoarece la bombardarea moleculelor de 
cercetat (cel mai adesea organice) cu un 
fascicul de electroni se expulzeaz  un 
electron din molecul  formându-se un ion 
pozitiv.  

Diferen a esen ial  a spectrometriei de 
mas  de celelalte metode spectrale const  în 
aceea c  dup  înregistrarea spectrului 
substan ei cercetate, aceasta nu mai poate fi 
recuperat , fiind transformat  în ioni, pe 
când în celelalte metode au loc numai 
modific ri în starea fizic  a substan ei [3, 16]. 

Schema unui spectrometru de mas  cu 
focalizare magnetic  este redat  mai jos 
(Fig.9): 

 

 
 

Fig.9. Schema unui spectrometru de mas  [16] 
 

 Proba este introdus  în spectrometru i 
vaporizat ; 
 Ionii de sarcin  z (un multiplu al sarcinii 
electronului) sunt produ i prin 
bombardarea probei cu un flux de 
electroni în camera de ionizare; 
energia electronilor trebuie s  fie mai 
mare de 70 eV (1eV = 96,5 KJ.mol-1; 
70 eV = 6750 KJ.mol-1) 
 Ionii rezulta i sunt accelera i într-un 
câmp electric c tând o energie 
cinetic  similar  câmpului; 
 Ionii de mas  m sunt devia i în câmp 
magnetic func ie de raportul m/z  pe  
diferite traiectorii circulare; 
 Variind t ria câmpului magnetic se pot 
focaliza pe detector ionii de o anumit  
mas  m (m/z) ; 
 Ionii focaliza i sunt detecta i i se 
înregistreaz  spectrul de mas . 
 Spa iul interior al spectrometrului de 
mas  este puternic vidat. 
Fiec rui raport m/z îi corespunde o 

traiectorie de o anumit  raz : 
 

2
A2

H
U2

e
mr

 (ec.1)
 

 

În câmp electric energia de accelerare 
este egal  cu energia cinetic : 

 

2
mvUe

2

A  (ec. 2) 

unde: 
m - masa (Kg);  
e - sarcina ionului;  
v - viteza  ionului (m/s); 
UA - tensiunea de accelerare (V). 
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În câmp magnetic for a 
magnetodinamic  este egal  cu for a 
centrifug : 

 

r
mvveH

2

 (ec. 3) sau 
r

mveH  (ec. 4) 
 

unde: 
H - intensitatea câmpului magnetic (T - tesla);   
r - raza  traiectoriei ionului (m). 
 

Rezult  c  viteza are expresia: 
 

m
reHv  (ec. 5) 

 

Înlocuind în rela ia (1) valoarea lui v din 
expresia (5) ob inem: 

 

2

222

A m2
reHmUe  (ec.6) sau 

 

22
A reHUm2  (ec. 7) 

 

de unde rezult  c : 

2
A2

H
U2

e
mr  (ec.8) i 

A

2
2

U2
Hr

e
m

 (ec. 9) 

 

 sau 
A

22

U2
Hr

z
m

 (ec.10) 

 

Spectrul de mas : ionii rezulta i prin 
bombardarea compusului organic sunt 
instabili i se fragmenteaz  aproape 
instantaneu.  

Spectrul de mas  al unui compus 
organic constituie reprezentarea abunden ei 
relative a fragmentelor de scindare, 
purt toare de sarcini pozitive, în func ie de 
raportul m/e al acestor particule [8].  

Drept etalon al abunden ei se consider , 
de regul , cel mai intens maxim din spectru - 
picul de baz  - base peak.  

Atribuind acestuia valoarea 100% se pot 
determina cu u urin  abunden ele relative 
ale tuturor ionilor. Întrucât abunden ele sunt 
foarte diferite ca valoare, uneori picurile cele 
mai importante prezint  în spectru intensit i 
extrem de mici (abunden e foarte reduse).  

De regul , spectrul de mas  se d  sub 
form  grafic . În cazul analizelor cantitative, 
se înregistreaz  cantitatea total  de ioni 
(curentul ionic total); în imea unui pic red  
ponderea procentual  a acelui maxim din 
cantitatea total  a ionilor.  

În acest caz se impune o însumare 
riguroas  a intensit ilor tuturor ionilor din 
spectru pân  la M (masa molecular ) [17]. 
 

3.2. Aplica ii 
 

Spectrometria de mas  se poate folosi 
atât în analiza calitativ  cât i în cea 
cantitativ . Spectrometrele de mas  se 
folosesc cuplate cu un gaz cromatograf 
pentru detectarea i înregistrarea 
componentelor separate prin gaz 
cromatografie. 

Tehnica mixt  gaz – cromatografie pe 
coloane capilare - spectrometrie de mas  
(GC-MSD) cât si cromatografia de lichide de 
inalta performanta cu detector spectrometru 
de masa a putut fi realizat  practic datorit  
faptului c  metodele necesit  cantit i mici 
de prob i de acela i ordin de m rime (de la 
miligrame la nanograme).  

Spectrometria de mas  folose te i la 
determin ri de mase moleculare i  structuri 
ale substan elor organice necunoscute prin: 

 furnizarea masei moleculare exacte; 
 posibilitatea stabilirii unei formule brute; 
 prin aducerea unei dovezi asupra 
existen ei posibile a unor element 
structural caracteristice (al turi de alte 
metode: RMN, IR etc.) [16]. 

 

Procesul de ionizare a unei molecule 
poate avea loc în dou  moduri: 

 cu formare de ioni negativi prin 
înglobarea electronului (mai rar): 

 

M + e _> M 
 

fenomen cunoscut sub numele de 
"absorb ie de rezonan ", cu formarea unui 
ion pozitiv (cel mai frecvent) prin expulzarea 
unui electron din molecul : 
 

M + e– _> 2e– + M+ 
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Dac  energia electronilor este mic  (5 - 
10 eV), se formeaz  a a numitul "ion 
molecular" având aceea i mas  ca a 
moleculei. Ionul molecular format este destul 
de instabil i se descompune rapid 
desf cându-se într-un num r mare de 
fragmente, de regul  cu formarea unui 
radical i a unui ion [16]: 

 

M+ _> R + I+ 
 

Radicalul fiind neutru din punct de 
vedere electric nu va fi observat cu 
spectrometrul de mas . Procesul poate avea 
loc în mai multe etape. Fragment rile 
moleculelor în spectrometrul de mas  

spund la urm toarele trei tendin e: 
 formarea de ioni cât mai stabili; 
 formarea de radicali cât mai stabili; 
 eliminarea de particule neutre stabile 
(N2, CO2, H2O etc.). 
 Dintre picurile unui spectru prezint  
interes deosebit: 
 picul molecular; 
 picul de baz  care reprezint  etalonul 
de m surare a intensit ii; 
 picurile datorate contribu iilor izotopice. 

 

De exemplu, în cazul hidrocarburilor 
saturate: ionii moleculari sunt instabili i prin 
pierderea unui ion de hidrogen se formeaz  
ioni de carboniu primari cu formula general : 
[CnH2n+1]+ O reac ie important  de scindare 
a acestora este pierderea unei molecule de 
etilen , dar se pot scinda radicali liberi alchil 
sau atomi de hidrogen [8, 11]. 

 

 
 

Ionii cu sarcin  electric  se stabilizeaz  
prin mezomerie iar ionii carboniu trec în ioni 
mai stabili. Ionizarea moleculelor de analizat 
se poate face folosind ca reactiv un gaz 
(metan, metilpropan sau amoniac) care 
introdu i în camera de ionizare, în urma 

bombard rii cu electroni, produc ioni 
moleculari, care, reac ioneaz  apoi cu 
moleculele probei cu apari ia ionilor de tip 
MH+; au loc reac iile: 

 

Reactia primar : 

CH4 + e-   CH4
+· + e- + e- 

 

Reac iile secundare:    

CH4
+·  CH3 + H   

CH4
+· + CH4  CH5

+ + CH3
· (Autoprotonare) 

CH3
+   +  CH4      C2H5

+ + H2   
 

Coliziune cu molecula din proba M: 
M + CH5

+  MH+ + CH4 (ionul M+1) 
M  + C2H5

+    MC2H5
+  (ionul lui M+29) 

Daca M este de tipul RH: RH + CH5
+   R+ + 

CH4 + H2 (ionul M-1) 
 

Astfel de ionizare se nume te ionizare 
chimic  (IC). În spectrul de mas  ob inut prin 
ionizare chimic  predomin  picul ionului 
molecular. Avantajul acestui tip de ionizare 
este cre terea sensibilit ii detec iei la valori 
de ordinul femtogramelor (10-15 g) [74,129]. 

 
4. Legisla ia în domeniul 
managementul dejec iilor 

 
4.1. Legisla ia European  

 
Conform Directivei nr. 676/ 12 

decembrie 1991 privind protec ia apelor 
împotriva polu rii cu nitra i proveni i din surse 
agricole în timpul primului program de 
ac iune pe patru ani i la sfâr itul acestui 
program, statele membre pot fixa cantit i 
diferite de cele indicate.  

Aceste cantit i trebuie determinate 
astfel încât s  nu compromit  realizarea 
obiectivelor prev zute i trebuie s  se 
justifice prin criterii obiective precum: 

 perioadele lungi de vegeta ie; 
 culturi cu o puternic  absorb ie de 
azot; 
 precipita ii nete ridicate în zona 
vulnerabil ; 
 soluri cu capacitate de denitrificare 
foarte ridicat  [21]. 

R

CH2

CH2 CH2 CH2 CH2 CH2

CH2 CH2 CH2CH2

CH2

2
CH+ CH+

CH+
2CH+
2

R

RH+

R

CH

+

+ +



Mo neang & Cristina                                                                                                                        Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug 
 
                                                                                                                                                                                   Vol. 8 (1). Mai - Iunie 2014 
 

65 

Directiva nr. 278/ 12 iunie 1986 CEE 
(Tabelul 1.) privind protec ia mediului, în 
special a solului, atunci când se utilizeaz  

moluri de epurare în agricultur , stabile te 
[19]: 

Tabelul 1. 
 

Valorile limit  pentru concentra iile de metale 
grele în sol [19] 

 

Parametri Valori limit  (mg/kg)
Cadmiu 1-3 

Cupru 50-140 
Nichel 30-75 
Plumb 50-300 

Zinc 150-300 
Mercur 1-1,5 

 
Directiva nr. 83/ 3 noiembrie 1998 CE 

privind calitatea apei destinate consumului 
uman stabile te urm toarele (Tabelul 2): 

 

Tabelul 2. 
 

Aprecierea parametrilor chimici din ap  [22] 
 

Parametri 
chimici 

Parametri 
valorici Unitatea 

Cadmiu 5 µg/l 
Cupru 2 mg/L 
Nichel 20 µg/l 
Plumb 10 µg/l 

Mercur 1 mg/L 
Crom 50 µg/l 

 
Conform anexei 1 a Directivei nr. 63 

din 22 septembrie 2010 privind protec ia 
animalelor utilizate în scopuri tiin ifice, pe tii 
zebr  sunt inclu i pe lista animalelor de 
experiment [20]. 
 

4.2. Legisla ia Româneasc  
 

Nivelul maxim de azota i conform Legii 
458/2002 este de 50 ppm i 0,5 ppm azoti i, 
dep irea acestor valori fiind periculoase 
pentru oameni i mai ales pentru copii. 
Nivelurile toxice de azota i la animale sunt 
cuprinse între: 133-220 ppm, fiind riscante 
dac  se utilizeaz  o perioad  îndelungat ; 
661-880 ppm- cre te posibilitatea pierderilor 
fiind ni te limite nesigure; iar peste 880 ppm 
nu se recomand  utilizarea, putând 
determina intoxica ii acute [25]. 

Ordonan a de Urgen  nr. 195/2005 
privind protec ia mediului face referire la 

faptul c  protec ia apelor de suprafa i 
subterane i a ecosistemelor acvatice are ca 
obiect men inerea i îmbun irea calit ii i 
productivit ii biologice a acestora, în scopul 
evit rii unor efecte negative asupra mediului 
i s ii umane [32].  

Conform Ordinului nr. 296/ 11 aprilie 
2005 i Ordinului nr. 216/ 13 aprilie 2005 
privind aprobarea Programului cadru de 
ac iune tehnic pentru elaborarea programelor 
de ac iune în zone vulnerabile la poluarea cu 
nitra i din surse agricole, pentru fiecare 
parcel  fertilizat  trebuie precizate 
localizarea (identificarea) suprafe ei, data 
aplic rii îngr mintelor, cultura care a fost 
fertilizat i cantitatea total  de azot 
împr tiat, furnizat de dejec iile animaliere 
utilizate ca îngr minte organice naturale 
[31]. 

Normele de calitate a apei potabile i 
câteva aspecte comparative importante sunt 
prezentate în Tabelul 3. 

Legisla ia pentru zonele vulnerabile la 
poluarea cu nitra i fixeaz  o limit  pentru 
înc rc rile cu îngr mânt organic (azot), 
astfel 250 kg/ha de azot total pe fâne e i 
210 kg/ha de azot total pe terenurile arabile, 
acestea reprezentând valori medii pentru 
întreg terenul agricol încadrat ca zon  
vulnerabil  la poluarea cu nitra i.  

Este necesar a se avea în vedere c  
limita de înc rcare pentru terenurile arabile 
scade la 170 kg/ha dup  primii patru ani de 
aplicare a planului de ac iune.  

Pe solurile nisipoase sau cu un profil 
scurt, programul de ac iune pentru zone 
vulnerabile la poluarea cu nitra i impune, în 
func ie de tipul de cultur , condi iile 
hidrometeorologice i vulnerabilitatea 
natural  a zonei, o perioad  închis  maxim  
(1 august- 1 februarie) i o perioad  minim  
(1 august- 1 noiembrie), în care nici un fel de 
îngr mânt organic, cum ar fi b legarul 
animalier de consisten  solid , semilichid  
sau lichid , nu poate fi aplicat pe terenurile 
care nu sunt fâne e sau nu sunt sem nate cu 
culturi de toamn i nici dac  solurile sunt 
nisipoase ori cu un profil scurt.  
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Tabelul 3. 
 

Normele de calitate a apei potabile- aspecte comparative [15, 34] 
 

Nr.  
crt. Parametrul Unitate de 

sur  Directiva CEE 
Norme 

Organiza ia 
Mondial  a S ii 

1 Turbiditate mg/L 10  
2 Temperatura ºC 25  
3 pH  6,5-8,5 6,5-8,5 
4 Conductivitate µS/cm 400  
5 Cloruri mg/L 25 250 
6 Sulfa i mg/L 250 400 
7 Calciu mg/L   
8 Magneziu mg/L 50  
9 Sodiu mg/L 150 200 

10 Potasiu mg/L 12  
11 Aluminiu mg/L 0,2 0,2 

12 Oxigen dizolvat % satura ie Satura ie >75% exceptând 
apele subterane  

13 Nitra i  mg/L 50 44 
14 Nitri i mg/L 0,1  
15 H2S µg/l Organoleptic nedetectabil Organoleptic nedetectabil 
16 Hidrocarburi dizolvate µg/l 10  
17 Fenoli µg/l 0,5  
18 Fier µg/l 200 300 
19 Mangan µg/l 50 100 
20 Cupru µg/l  1000 
21 Zinc µg/l  5000 
22 Fosfa i mg/L 5000  
23 Fluor µg/l  1500 
24 Argint µg/l 10  
25 Arsen µg/l 50 50 
26 Cadmiu µg/l 5 5 
27 Cianuri  µg/l 50 100 
28 Crom µg/l 50 50 
29 Mercur µg/l 1 1 
30 Nichel µg/l 50 50 
31 Plumb µg/l 50 50 
32 Stibiu µg/l 10  
33 Seleniu µg/l 10 10 
34 Pesticide totale µg/l 0,5  
35 Benzen µg/l  10 
36 CCl4 µg/l  3 
37 Clordan µg/l  0,3 
38 Clorbenzen µg/l  0,1-3 
39 Cloroform µg/l  30 
40 2,4 D µg/l  100 
41 DDT µg/l  1 
42 1,2-dicloretan µg/l  10 
43 1,2-dicloreten  µg/l  0,3 
44 Heptaclor i heptaclorepox µg/l  0,1 
45 Hexaclorbenzen µg/l  0,01 
46 Gamma HCH (lindan) µg/l  3 
47 Metoxiclor µg/l  30 
48 Pentaclorfenol µg/l  10 
49 Tetracloreten  µg/l  10 
50 Tricloreten  µg/l  30 
51 2,4,6- Triclorfenol µg/l  10 
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Perioada închis  maxim  pentru 
terenurile aflate sub fâne e sau culturi de 
toamn  este de la 1 septembrie la 1 
februarie iar perioada minim , de la 15 
septembrie la 15 noiembrie.  

Aceste perioade minime i maxime pot fi 
modificate în func ie de condi iile locale, la 
recomand rile speciali tilor din cadrul 
Sistemului na ional de monitoring integrat al 
solului, de supraveghere, control i decizii 
pentru reducerea aportului de poluan i 
proveni i din surse agricole i de 
management al reziduurilor organice 
provenite din zootehnie în zone vulnerabile i 
poten ial vulnerabile la poluarea cu nitra i, 
înfiin at prin Ordinul ministrului mediului i 
gospod ririi apelor i al ministrului 
agriculturii, p durilor i dezvolt rii rurale nr. 
242/197/2005 [27]. 

Prevederile, conform Hot rârii de 
Guvern nr. 964/ 13 octombrie 2000 privind 
aprobarea Planului de ac iune pentru 
protec ia apelor împotriva polu rii cu nitra i 
proveni i din surse agricole, care duc la 
reducerea polu rii cu nitra i, la ra ionalizarea 
i optimizarea utiliz rii îngr mintelor ce 

con in compu i ai azotului, luând în 
considerare condi iile din diferite regiuni ale 

rii trebuie s  acopere urm toarele 
probleme [23]: 

 

 Perioadele nepotrivite pentru aplicarea 
pe teren a îngr mintelor;  
 Modul de aplicare a îngr mintelor pe 
terenuri în pante abrupte;  
 Restric iile la aplicarea îngr mintelor 
pe terenuri saturate de ap , inundate, 
înghe ate sau acoperite cu z pad ;  
 Condi iile de aplicare a îngr mintelor 
pe terenurile amplasate lâng  cursurile 
de ap ; 
 Volumul i construc ia bazinelor de 
depozitare a de eurilor de origine 
animal  cât i normele de prevenire a 
polu rii apelor prin infiltr rile de la 
suprafa , a celor ap rute în apele 
subterane i de suprafa  a efluen ilor 

rezulta i în urma stoc rii materiilor de 
orgine vegetal i animal  [23];  
 Aplicarea îngr mintelor de origine 
animal i a celor chimice trebuie s  se 
realizeze astfel încât pierderile de 
nutrien i s  fie men inute la niveluri 
acceptabile (nitra ii din apele subterane 
i de suprafa  s  fie în limitele 

admise);  
 Managementul terenurilor, rota ia 
culturilor i raportul dintre suprafe ele 
utilizate pentru culturi permanente 
dependent de terenurile cultivate cu 
plante anuale; 
 strarea pe terenuri a unor suprafe e 
minime de verdea  care s  acopere 
solul pe perioada cu umiditate maxim , 
pentru a re ine azotul în sol, factor 
cauzator al polu rii cu nitra i a apelor;  
 Fertilizarea se va face planificat 
dependent de tipul de cultur i de 
înregistr rile asupra utiliz rii 
îngr mintelor;  
 Apa provenit  din iroire se va proteja 
împotriva polu rii, înainte de infiltrarea 
apei la r cinile vegeta iei;  
 Livrarea se va face exclusiv în vrac, 
prin utilizarea sacilor de polietilen , 
impermeabili, eticheta i corespunz tor 
pe care se va men iona tipul de 
îngr mânt, concentra ia i 
compozi ia, solubilitatea, specifica iile 
pentru depozitare i transport, adresa 
i numele produc torului etc.);  

 Normele privind depozitarea, p strarea 
i construc ia depozitelor;  

 Interdic ii în timpul transportului, livr rii, 
depozit rii, manipul rii i aplic rii pe 
teren;  
 Modalit i de combinare cu 
îngr minte organice în vederea 
aplic rii pe teren, conform Hot rârii de 
Guvern nr. 964/ 13 octombrie 2000 
[23]. 
 

surile con in reguli referitoare la: 
perioadele în care aplicarea anumitor 
îngr minte este nerecomandat  sau 
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interzis , capacitatea rezervoarelor de 
stocare a îngr mintelor de origine animal , 
aceast  capacitate trebuind s  dep easc  
necesarul de stocare în toate zonele 
vulnerabile, inându-se seama de restric iile 
legate de aplicarea îngr mintelor pe sol 
exceptând cazul în care se demonstreaz  
autorit ii c  un exces de îngr minte peste 
capacitatea de stocare va fi supus unui 
tratament care nu afecteaz  mediul, 
reducerea aplic rii pe sol a îngr mintelor 
dependent de caracteristicile zonelor 
vulnerabile, conform Hot rârii de Guvern nr. 
964/ 13 octombrie 2000 [23].  

a) panta de înclinare a solului, condi iile 
de mediu, clasificarea i 
caracteristicile terenurilor etc.; 

b) modalit ile de folosire a terenurilor în 
practicile agricole, inclusiv rota ia 
culturilor.  

 

Aplicarea pe sol a îngr mintelor are 
la baz  un echilibru între: 

i) evaluarea cantit ii necesare de azot 
din culturi; 

ii) aportul de azot din îngr minte i sol 
reg sit în culturi, care trebuie motivat 
prin: 

  nivelul de azot prezent în sol 
dependent de necesarul culturii; 
 nivelul de azot ob inut prin mineralizare 
a rezervelor de azot sub form  
organic  în sol; 
 nivelul de constituen i ai azotului prin 
administrarea pe sol a îngr mintelor 
animale; 
 nivelul de constituen i ai azotului prin 
administrarea de îngr minte de 
diferite tipuri printre care i chimice. 
 

Ordinul nr. 241/26 martie 2005 i 
Ordinul nr. 196/7 aprilie 2005 pentru 
aprobarea Listei localit ilor pe jude e unde 
exist  surse de nitra i din activit i agricole i 
a Listei localit ilor din bazinele/spa iile 
hidrografice unde exist  surse de nitra i din 
activit i agricole (zone vulnerabile i 
potential vulnerabile) indic  la nivelul 
jude ului Timi , de exemplu zonele [29]:  

 Cenei,  
 Foeni,  
 G taia,  
 Giarmata,  
 Giulv z,  
 Jebel,  
 Peciu Nou,  
 Periam,  

ag,  
 Satchinez,  
 Tormac,  
 Uivar,  
 Ma loc,  
 Pi chia.  
 

Conform Ordinului nr. 245 din 
26/03/2005 pentru aprobarea Metodologiei 
de evaluare a riscului substan elor 
periculoase din listele I i II i al substan elor 
prioritare/prioritar periculoase în mediul 
acvatic prin modelare matematic i  a  
Metodologiei de evaluare a impactului 
substan elor periculoase din listele I i II i al 
substan elor prioritare / prioritar periculoase 
asupra mediului acvatic prin teste 
ecotoxicologice – alge verzi, dafnia, pe ti 
trebuie respectat  urm toarea metodologie 
[30].  

Conform Ordinului nr. 245 din 26 
martie 2005 metodologia utilizat  se refer  
la determinarea toxicit ii acute i cronice 
asupra pe tilor [30]. 

Prima desemnare a zonelor vulnerabile 
si potential vulnerabile în Romania a fost 
efectuat  în anul 2003 de ICPA împreun  cu 
Administra ia Na ional  “Apele Romane” 
având în vedere prevederile HG 964/2000 
privind aprobarea Planului de ac iune pentru 
protec ia apelor împotriva polu rii cu nitra i 
proveni i din surse agricole se transpun în 
legisla ia româneasc  Directiva Consiliul 
Europei 91/676/EEC [23].  

În aceast  desemnare zonele 
vulnerabile la nitra i din surse agricole au 
reprezentat perimetrele a 255 localit i din 
România, ceea ce reprezint  8,64 % din 
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suprafa a  rii, respectiv 13,93% din 
suprafa a total  agricol  a rii.  

Zonele vulnerabile la poluarea cu nitra i 
desemnate în anul 2003 (Fig. 10-13) au fost 
stabilite pe baza condi iilor naturale de sol, 
teren, clim i hidrogeologie referitoare la 
transferul nitra ilor c tre corpurile de ape 
subterane i de suprafa i pe baza 
bilan ului de azot (azot produs prin dejec iile 
animale – azot extras de culturile vegetale) 
(Tabelul 4) la nivelul unit ilor administrative 
corespunz toare unit ilor elementare din 
nomenclatorul european al unit ilor 
administrative: comune, ora e, municipii [42]. 
Au fost identificate trei tipuri de zone 
vulnerabile: 

 Zone vulnerabile poten iale: condi iile 
de transfer al nitra ilor c tre corpurile de ap  
sunt favorabile, dar nu exist  un bilan  pozitiv 
al azotului la nivelul localit ii i concentra ia 
de nitra i din apele subterane m surat  în 
re eaua ANAR e sub 50 mg/L 

 Zone vulnerabile cu surse actuale: 
condi iile de transfer al nitra ilor c tre 
corpurile de ap  sunt favorabile i exist  un 
bilan  pozitiv al azotului la nivelul localit ii 

 Zone vulnerabile din surse istorice: 
condi iile de transfer al nitra ilor c tre 
corpurile de ap  sunt favorabile, nu exist  un 
bilan  pozitiv al azotului la nivelul localit iii, 
în trecut au existat complexe zootehnice pe 
teritoriul localit ii i concentra ia de nitra i 
din apele subterane m surat  în re eaua 
ANAR este peste 50 mg/L. 

 

 
Fig.10. Zone vulnerabile la poluarea cu nitrati – 

desemnare 2003 [42] 

  
 

Fig.11. Zone poten ial vulnerabile la poluarea cu 
nitra i – desemnare 2008 [42] 

 

 
 

Fig.12. Distribu ia complexelor de animale- porci 
(conforme i ne-conforme) din zonele vulnerabile 

[42] 
 

 
 

Fig.13.Concentra ia maxim  (2004-2007) a 
nitra ilor pentru m surarea calit ii apelor de 

suprafa  [42] 
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Tabelul 4. 
Cantit ile anuale de dejec ii i nutrien i pe specii de animale [28, 42] 

 

Specia 
Greutatea 

medie 
Produc ia 

anual  de gunoi de grajd 
Volumul anual 

de gunoi de grajd 
Produc ia anual  

de nutrien i 
(kg) (kg) (litri) N P2O5 K2O 

Vi ei sugari 0-50 2.817 3.521 20 4 14 
Vi ei (0,3 – 1 an) 50-250 4.930 6.162 35 5 26 

Bovine (1 – 2 ani) 250-600 7.746 9.683 55 20 43 
Vaci de lapte >400 11.408 14.261 81 15 54 

Porci 98 1.733 2.167 13 4 8 
Porci la îngr at 68 1.467 1.833 11 4 7 
Porci la îngr at 90 2.000 2.500 15 5 10 

Scroafe gestante 125 1.333 1.667 10 4 7 
Scroafe cu purcei 170 5.067 6.333 38 13 25 

Vieri 160 1.733 2.167 13 4 8 
Oi/Capre 45 843 1.054 7 1 5 

P s ri reproduc ie 1,8 18 22 0,36 0,18 0,18 
P s ri la îngr at 0,9 12 15 0,36 0,07 0,1 

Cai 450 9.000 12.857 45 8 28 
 
Multumiri 
Aceast  lucrare a fost finan at  din Fondul Social 
European prin Programul Opera ional Sectorial 
Dezvoltarea Resurselor Umane 2007-2013, POSDRU / 
159 / 1.5 / S / 132765 "Programe doctorale i 
postdoctorale pentru promovarea excelen ei în 
cercetare, dezvoltare i inovare în domeniile prioritare 
agronomic i medical veterinar ale societ i bazate pe 
cunoastere”. 
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Rezumat 

 
Studiul descrie dezvoltarea unei metode HPLC –DAD pentru estimarea metronidazolului, oxitetraciclinei 
si furazolidonei din produsul Enteroguard M – pulbere. In metoda propus , separarea s-a facut pe o 
coloana Betasil C 18, (4.6 x 250 mm, 5 µm) la 300 C, folosind elutia in gradient a fazei mobile formata din  
tampon fosfat 40 mM (pH=7.5) si metanol. Achizitia s-a facut la lungimea de unda de 254 nm, folosind un 
debit de 1mL/min. Produsul a fost expus urmatoarelor conditii de stres: temperatura, lumina, agenti 
oxidanti, hidroliza in mediu acid si mediu bazic, si probele rezultate au fost analizate prin metoda 
propusa. 

 
Abstract  

 
The study describes development of a HPLC -DAD method for the estimation of oxytetracycline and 
furazolidone in Enteroguard M- powder. The proposed method utilizes a Betasil C 18 column, (4.6 x 250 
mm, 5 µm), at 300 C, optimum mobile phase consisted of 40 mM phosphate buffer (pH=7.5): methanol in 
gradient elution. The flow rate was optimized to 1mL/min and the detection was carrid at 254 nm. The 
drug sustance was exposed to temperature, light, oxidants, acid and basic hydrolysis, and the resultant 
samples were analysed by the proposed method 
 

Introducere 
 

Oxitetraciclina este un antibiotic cu 
spectru larg, utilizat în medicina veterinar  
pentru a inhiba sinteza bacteriilor gram-
pozitive i gram-negative.  

Comunitatea European  a aprobat 
folosirea oxitetraciclinei pentru o gam  
variat  de specii: pisici, câini, oi, capre i 
porci. 

Atât oxitetraciclina, cât i oxitetraciclina 
hidrocloric  con in impurit i, care în materia 
prim  nu trebuie s  dep easc  limitele 
impuse de Farmacopeea European . 

Furazolidona este un medicament 
antibacterian, din clasa nitrofuranilor, care 
con ine în structura molecular  o grupare 
nitro. Aceasta grupare are o activitate 
antibacterian i antiparazitar  larg , i din 
acest motiv nitrofuranii sunt larg utiliza i în 

tratamentul infec iilor gastrointestinale la 
pas rile de colivie, pisici i câini.  

Metronidazolul poseda activitatea contra 
protozoarelor si bacteriilor anaerobe, fiind 
utilizat atat preventiv cat si curativ.  

 
Scopul acestui studiu este de a 

dezvolta o nou  metod  HPLC pentru 
evaluarea furazolidonei, oxitetraciclinei i 
substan elor înrudite din produsele destinate 
uzului veterinar. 

 
1.Materiale i metod  

 
1.1.Materiale de referin  si reactivi 

 
Standardul de oxitetraciclin , precum i 

urm toarele substan e înrudite, au fost 
achizi ionate de la Farmacopeea European : 

 4-epioxitetraciclina, (4-EOTC); 
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 tetraciclina clorhidrat, (TC);  
-apo-oxitetraciclina, ( -AOTC);  
-apo-oxitetraciclina, ( -AOTC).  

 Standardul de furazolidona a fost 
achizitionat de la USP.  

 Standardul de metronidazol, precum si 
impuritatea A, au fost achizitionate de la 
Farmacopeea European .  

 Produsul medicamentos supus studiului, 
Enteroguard M – pulbere a fost furnizat 
de Romvac Company.  

 La prepararea tuturor solu iilor s-a folosit 
ap  ultrapur , ob inut  in-house cu un 
sistem Milli-Q (Millipore, USA).  

 Metanolul grad HPLC a fost furnizat de 
Merck.  

 Fosfatul de potasiu dibazic grad  HPLC, 
acidul clorhidric si hidroxidul de sodiu au 
fost furnizate de Fluka.  

 Apa oxigenata a fost furnizata de 
Chimreactiv SRL.  

 Acidul ortofosforic 85%, folosit pentru 
ajustarea pH-ului, a fost achizi ionat de 
la Merck.  

 Dimetilformamida folosita pentru 
prepararea probelor, a fost achizitionata 
de la Sigma. 

 
1.2.Sistem i condi ii cromatografice 

 
Separarea cromatografica a 

substantelor active (metronidazol, 
oxitetraciclina si furazolidona) de impuritatile 
lor (impuritate A, 4-epioxitetraciclina, 
tetraciclina, alfa-apo-oxitetracilina, beta-apo-
oxitetraciclina) i de eventualii produ i de 
degradare, s-a f cut pe o coloana Betasil C 
18, (4.6 x 250 mm, 5 µm).  

Elu ia in gradient, a fazei mobile formata 
din tampon fosfat 40 mM (pH=7.5) i 
metanol, reprezinta conditiile potrivite pentru 
aceasta separare cromatografica.  

Achizitia s-a facut la lungimea de und  
de 254 nm, la 30 °C folosind un debit de 1mL 
/ min. 

Gradientul folosit pentru elutie este 
prezentat in tabelul 1. 

Tabelul 1 
 

Programul gradientului folosit pentru separare 
 

Timp (min) % solvent A 
METANOL 

%solvent B 
HK2PO4 

0.00 25.00 75.00 
9.00 43.00 57.00 

18.00 43.00 57.00 
22.00 25.00 75.00 
30.00 25.00 75.00 

 
1.3.Prepararea solu iilor standard 

 
Solutia standard de metronidazol (C= 

0.5 mg/mL) a fost preparatî in metanol. 
Solutia standard de furazolidona (C= 0.5 mg 
/ mL) a fost preparata in DMF.  

Solu ia standard stoc de oxitetraciclin  
(C= 1 mg / mL) a fost preparat  în HCl 0,01 
M.  

Solu iile de lucru de diferite concentratii 
(0.08 mg/mL metronidazol, 0.05 mg/mL 
oxitetraciclina, 0.017 mg/mL furazolidona) au 
fost preparate din stocurile precizate si 
diluate cu HCl 0,01 M.  

Solu iile au fost agitate bine, filtrate prin 
filtru PVDF 0,45 µm i injectate în sistemul 
cromatografic. 

Prepararea stocurilor de impurit i s-a 
facut cântarind, separat, 4-epioxitetraciclin  
(C= 1 mg/mL), tetraciclin  clorhidrat (C= 1 
mg/mL), alfa-apo-oxitetraciclin  (C= 0.08 
mg/mL) i beta-apo-oxitetraciclin  (C= 0.08 
mg/mL), etap  urmat  de dizolvarea în  HCl 
0,01 M. Impuritatea A (C= 1mg/mL ), a 
metronidazolului a fost dizolvata in metanol.   

Solu iile s-au agitat pe baia de 
ultrasonete timp de 10 minute. Solutiile de 
lucru de diferite concentratii au fost 
preparate in HCl 0,01 M. Stocurile solu iilor 
standard au fost p strate la frigider. 

 
1.4.Prepararea solu iilor de probe 

 
Cantitatea de pulbere echivalenta cu 

66.6 mg metronidazol, 40 mg de 
oxitetraciclin  si 13.3 mg de furazolidona, a 
fost cantarita intr-un balon cotat de 50 mL. 
Peste aceast  cantitate s-au ad ugat 15 mL 
de HCl 0,01M, 5 mL metanol si 16 mL DMF, 
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iar solu ia ob inut  s-a ultrasonat timp de 10 
minute.  

Dup  r cire, volumul de 50 mL a fost 
completat cu HCl 0,01M. Din aceasta solutie 
s-au preparat solutiile de lucru in HCl 0,01 
M, pentru a obtine concentratiile finale de 
0.08 mg/mL metronidazol, 0.05 mg/mL 
oxitetraciclina, 0.017 mg/mL.  

Solu iile au fost agitate bine, filtrat  prin 
filtru PVDF 0,45 µm i injectate în sistemul 
cromatografic. 

 
1.5. Studiul de degradare 

 
Studiul de degradare a fost realizat 

pentru a evalua specificitatea metodei 
analitice în prezenta impuritatilor i a 
produ ilor de degradare. 

 
Solu ia stoc - prob  
Intr-un balon cotat de 50 mL au fost 

cantarite 0.6666 g de Enteroguard M -
pulbere, cantitatea fiind echivalenta cu 66.6 
mg metronidazol, 40 mg de oxitetraciclin  si 
13.3 mg de furazolidona. Peste aceast  
cantitate s-au ad ugat 15 mL de HCl 0,01M, 
5 mL metanol si 16 mL DMF, iar solu ia 
ob inut  s-a ultrasonat timp de 10 minute. 
Dup  r cire, volumul de 50 mL a fost 
completat cu HCl 0,01M i solu ia a fost 
filtrat  pe hârtie de filtru calitativ , tip 1289. 

 
Degradarea în mediu acid 
Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL 

din solutia stoc de proba au fost tratati cu 6 
mL de HCl 0.1 N timp de 90 minute la 
temperatura de 250 C. Dup  r cire, volumul 
de 10 mL a fost completat cu HCl 0,01M 
pana la semn. Înainte de injectarea în 
sistemul cromatografic, solu ia a fost filtrat  
prin filtru PVDF 0,45 µm. 

 
Degradarea în mediu bazic 
Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL 

din solutia stoc de proba au fost tratati cu 6 
mL de NaOH 0.01 N timp de 90 minute la 
temperatura de 250 C. Dup  r cire, volumul 
de 10 mL a fost completat cu HCl 0,01M 
pana la semn. Înainte de injectarea în 

sistemul cromatografic, solu ia a fost filtrat  
prin filtru PVDF 0,45 µm. 

 
Degradarea oxidativ  
Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL 

din solutia stoc de proba au fost tratati cu 6 
mL de H2O2 3%  timp  de  90  minute  la  
temperatura de 250 C. Dup  r cire, volumul 
de 10 mL a fost completat cu HCl 0,01M 
pana la semn. Înainte de injectarea în  
sistemul cromatografic, solu ia a fost filtrat  
prin filtru PVDF 0,45 µm. 

 
Degradare termic  
Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL 

din solutia stoc de proba au fost tratati cu 6 
mL de HCl 0,01 M timp de 60 minute la 
temperatura de 600 C. Dup  r cire, volumul 
de 10 mL a fost completat cu HCl 0,01M 
pana la semn. Înainte de injectarea în 
sistemul cromatografic, solu ia a fost filtrat  
prin filtru PVDF 0,45 µm. 

 
Degradarea fotolitic   
Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL 

au fost a fost expusi la lungimi de und  
scurte (253nm) timp de 12 h. Dup  expirarea 
timpului, volum de 10 mL a fost completat cu 
HCl 0,01M pana la semn. Înainte de 
injectarea în sistemul cromatografic, solu ia 
a fost filtrat  prin filtru PVDF 0,45 µm 

 
2. Rezultate i discu ii 

 
Metoda propus  s-a dovedit a fi 

adecvat  pentru determinarea 
metronidazolului, oxitetraciclinei si 
furazolidonei în prezen a agen ilor de 
degradare.  

Faza mobil , format  din metanol i 
fosfat de potasiu dibazic 40 mM ajustat la pH 
7.5, este optim , prezentând o separarea 
corespunz toare a:  

 metronidazolului (tR= 5.6 min),  
 furazolidonei (tR= 7.2 min),  
 oxitetraciclinei (tR= 10.5 min). 

în prezen a substan elor înrudite la un debit 
de 1 mL/min. Volumul de 10 L, lungimea de 
und  de 254 nm i temperatura de 35 °C s-
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au dovedit a fi potrivite pentru aceast  
metod . Rezultatele obtinute in urma 
studiului de degradare sunt ilustrate in 

cromatogramele din figurile 1-5, iar 
insumarea parametrilor calculati in tabelele 
3-5. 

 
 

Fig .1. Degradarea produsului Enterogurd M –pulbere in mediu acid. 
 

 
 

Fig .2. Degradarea produsului Enterogurd M –pulbere in mediu bazic. 
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Fig .3. Degradarea produsului Enterogurd M –pulbere in mediu oxidant. 
 

 
 

Fig .4. Degradarea produsului Enterogurd M –pulbere in prezenta radiatiilor UV 
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Fig .5. Degradarea produsului Enterogurd M –pulbere in prezenta temperaturii. 
 

Tabelul 3. 
Rezultatele ob inute pentru Enteroguard M - pulbere în diferite medii de degradare. 

 

Conditiile de 
stres 

Durata de 
degradare Parametrii calculati 

Metronidazol Aria % 
recuperare 

% 
degradare 

Timp de 
retentie Asimetria Talere 

teoretice 
enteroguard M 

pulbere 10 min 3228117   5.68 1.12063 18845.00 

PD HCl 0.1 N 90 min 3157869 97.82 2.18 5.69 1.12027 18912.00 
PD NaOH 0.01 N 90 min 3127616 96.89 3.11 5.68 1.10828 18763.00 

PD H2O2 3% 90 min 3147183 97.49 2.51 5.67 1.11132 18667.00 
PD termic 60 min 3128667 96.92 3.08 5.67 1.1239 18871.00 

PD UV 720 min 3212948 99.53 0.47 5.68 1.11635 19035.00 
 

Tabelul 4. 
Rezultatele ob inute pentru Enteroguard M - pulbere în diferite medii de degradare. 

 

Conditiile de stres 
Durata de 
degradare Parametrii calculati 

Furazolidona Aria % 
recuperare 

% 
degradare 

Timp de 
retentie Asimetria Talere 

teoretice 
enteroguard M 

pulbere 10 min 2481414   7.282 1.11455 27157 

PD HCl 0.1 N 90 min 2355096 94.91 5.09 7.307 1.1207 27461 
PD NaOH 0.01 N 90 min 123462 4.98 95.02 7.283 1.10625 26954 

PD H2O2 3% 90 min 2306636 92.96 7.04 7.27 1.09643 27164 
PD termic 60 min 2172112 87.54 12.46 7.26 1.11123 27408 

PD UV 720 min 2264164 91.24 8.76 7.282 1.10136 27536 
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Tabelul 5. 
Rezultatele ob inute pentru Enteroguard M - pulbere în diferite medii de degradare. 

 

Conditiile de stres 

Durata de 
degradare Parametrii calculati 

Oxitetraciclina Aria %  
recuperare 

%  
degradare 

Timp de 
retentie Asimetria Talere 

teoretice 
enteroguard M 

pulbere 10 min 3106282   10.50 0.91604 16222.00 

PD HCl 0.1 N 90 min 3022523 97.30 2.70 10.55 0.92040 16476.00 
PD NaOH 0.01 N 90 min 2915831 93.87 6.13 10.52 0.91773 16284.00 

PD H2O2 3% 90 min 2941717 94.70 5.30 10.49 0.90556 15752.00 
PD termic 60 min 2763048 88.95 11.05 10.50 0.95738 16003.00 

PD UV 720 min 2807896 90.39 9.61 10.52 0.93563 16204.00 

Concluzii 
 

Lipsa peak-urilor suplimentare, indica 
faptul ca produsul este stabil in mediu acid. 

Produsul Enteroguard M- pulbere este 
sensibil in mediu alcalin, deoarece dupa 
expunerea la temparatura de 25 0C in NaOH 
0.01N, timp de 90 minute, furazolidona s-a 
degradat aproximativ 95 %, si apar trei peak-
uri suplimentare cu retentie la minutele: 3.8, 
6.4, 9.4. 

In urma expunerii produsului 
Enteroguard M pulbere la radiatiile 
ultraviolete, la temperatura de 60 °C (timp de 
60 de minute), precum i în prezen a apei 
oxigenate 3%, nu s-a observat apari ia de 
peak-uri de degradare, ceea ce indica faptul 
ca produsul este stabil in prezenta 
urmatorilor agenti: oxidat, termic si fotolitic. 

Studiul de degradare ne indica faptul ca 
in mediul bazic, furazolidona se degradeaza 
95%, in timp ce in mediu fotolitic, 
furazolidona se degradeaza 12%, iar 
oxitetraciclina 11%. 

În acest studiu a fost folosita o metoda 
HPLC noua pentru determinarea  
impuritatilor si substantelor active din 
produsul Enteroguard M pulbere în prezenta 
agentilor de degradare.  

Metoda poate fi aplicat  cu succes 
pentru acest produs deoarece nu s-au 
observat interferen e datorate excipien ilor 
sau altor compu i rezulta i din produsul 
farmaceutic. 
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Rezumat 

 
Determinarea metronidazolului, oxitetraciclinei si furazolidnei s-a facut printr-o metoda de cromatografie 
de lichid de inalta performanta, prin elutie izocratica. Faza mobila a fost formata din fosfat de potasiu 
monobazic 50 mM cu pH 2.5, metanol si acetonitril (70:18:12). Detectia s-a facut la lungimea de unda de 
264 nm, folosind un debit de 1.100 mL/min. Separarea s-a realizat pe o coloana Nucleosil C18 column, 5 
µm 250 mmx 4.6 mm, mentinuta la temperatura de 25 °C. Metoda a fost validata urmarind parametrii: 
system suitability, liniaritate, limita de detectie si de cuantificare, precizie si acuratete. 

 
Abstract  

 
An isocratic reversed phase high performance liquid chromatographic method with DAD detection was 
developed for the analysis of metronidazole, oxytetracycline and furazolidone. The mobile phase 
consisted of pH 2.5 phosphate buffer solution, methanol and acetonitrile (70:18:12). The UV detection 
was carried out at 264 nm, and the flow rate was 1.100 mL/min. The separation was carried out on a 
Nucleosil C18 column, 5 µm 250 mmx4.6 mm, which was maintained at 25 °C. This method was validated 
by system suitability parameters, linearity, limits of detection and quantification, precision and accuracy  
 

Introducere 
 

Oxitetraciclina este un antibiotic cu 
spectru larg, utilizat în medicina veterinar  
pentru a inhiba sinteza bacteriilor gram-
pozitive i gram-negative.  

Comunitatea European  a aprobat 
folosirea oxitetraciclinei pentru o gam  
variat  de specii: pisici, câini, oi, capre i 
porci. Atât oxitetraciclina, cât i 
oxitetraciclina hidrocloric  con in impurit i, 
care în materia prim  nu trebuie s  
dep easc  limitele impuse de 
Farmacopeea European . 

Furazolidona este un medicament 
antibacterian, din clasa nitrofuranilor, care 
con ine in structura molecular  o grupare 
nitro. Aceasta grupare are o activitate 
antibacterian i antiparazitar  larg , i din  

acest motiv nitrofuranii sunt larg utilizati in 
tratamentul infec iilor gastrointestinale la 
pas rile de colivie, pisici i câini.  

Metronidazolul poseda activitatea contra 
protozoarelor si bacteriilor anaerobe, fiind 
utilizat atat preventiv cat si curativ.  

Metoda propusa este simpla, precisa, 
specifica si mai presus de toate, este 
adecvata pentru determinarea 
metronidazolui, oxitetraciclinei si 
furazolidonei din produsul Enteroguard M- 
pulbere. 

 
1.Materiale i metod  

 
1.1.Materiale de referin  si reactivi 

 
 Standardul de metronidazol a fost 
achizitionat de la Sigma.  
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 Standardul de oxitetraciclin  de la 
Farmacopeea European .  
 Standardul de furazolidona a fost 
achizitionat de la USP Produsul 
farmaceutic supus studiului, 
Enteroguard M comprimate a fost 
furnizat de Romvac Company.  
 La prepararea tuturor solu iilor s-a 
folosit ap  ultrapur , ob inut  in-house 
cu un sistem Milli-Q (MILLIPORE, 
USA).  
 Metanolul si acetonitrilul grad HPLC, 
au fost furnizate de Merck.  
 Fosfatul de potasiu monobazic grad  
HPLC i acidul clorhidric au fost 
furnizate de Fluka.  
 Acidul ortofosforic 85%, folosit pentru 
ajustarea pH-ului, a fost achizi ionat de 
la Merck.  
 Dimetilformamida (DMF) folosita 
pentru prepararea probelor, a fost 
achizitionata de la Sigma. 

 
1.2.Sistem i condi ii cromatografice 

 
Sistemul cromatografic folosit LC Surveyor 

(Thermo Electron Corporation, USA) este echipat 
cu pomp  cuaternar , autosempler, bucla de 25 
µL, termostat pentru coloan , termostat pentru 
autosampler i detector UV-VIS diode array.  

Întregul sistem cromatografic este controlat 
cu softul ChromQuest. 

Separarea cromatografica s-a  realizat  pe  o  
coloana Nucleosil C18, 5 µm, 250 mm x 4,6 mm. 
Faza mobil  folosita contine: fosfat de potasiu 
monobazic  50  mM  cu  pH  2.5,  metanol  si  
acetonitril (70:18: 12).  

Debitul de 1.1 mL/min, lungimea de unda 
de 254 nm i  volumul  de injectie  de 10 µL  sunt  
parametrii seta i pentru aceast  metod .  

 
1.3 Preparare solu ii standard stoc 

 
Solutia standard de metronidazol a fost 

preparata dizolvand 10 mg de standard in 10 
mL de metanol.  

Solutia standard de furazolidona a fost 
preparata dizolvand 10 mg de standard in 10 
mL DMF.  

Solu ia standard stoc de oxitetraciclin  
clorhidrat a fost preparat , dizolvând 10 mg 
de standard în 10 mL HCl 0,01 M. 

 
1.4. Prepararea probelor 

 
Intr-un balon cotat (de 50 mL) au fost 

cantarite 0.254 g de Enteroguard M -
pulbere, (cantitate echivalenta cu 25 mg de 
metronidazol, 15 mg de oxitetraciclin  si 5 
mg de furazolidona.  

Peste aceast  cantitate s-au ad ugat 5 
mL de HCl 0,1M, 8 mL DMF si 15 mL apa, 
iar solu ia ob inut  s-a ultrasonat timp de 10 
minute. 

 
1.5.Validarea metodei cromatografice 

 
Acesta metoda a fost validat  urmarind 

mai multi parametrii: specificitate, liniaritate, 
limit  de detec ie i cuantificare, precizie si 
acuratete. 

Specificitatea a fost verificata calculand 
parametrii ca: timp de retentie, talere 
teoretice, asimetrie, rezolutie si factor de 
capacitate. 

Pentru stabilirea liniarita ii curbelor de 
calibrare, o serie de cinci concentra ii in 
domeniul 10%-200% au fost preparate din 
solu iile stoc de metronidazol, oxitetraciclin  
si furazolidon .  

Curbele de calibrare efectuate au fost 
folosite pentru determinarea limitelor de 
detec ie i de cuantificare.  

Precizia metodei a fost determinat  prin 
injectarea a ase probe individuale de 
Enteroguard M- pulbere. 

Acurate ea metodei poate fi evaluat  
prin procentele de recuperare ale   
metronidazolului, oxitetraciclinei si  
furazolidonei.  

Studiul de recuperare a fost realizat 
folosind solu ii de prob  cu concentra iile în 
domeniul 80%-120%. 
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2. Rezultate i discu ii 
 

Obiectivul acestei metode a fost de a 
dezvolta o metod  HPLC, care s  permit  
separarea metronidazolului, oxitetraciclinei 
si  furazolidonei. 

O cromatograma tipica a unei probe de 
Enterogurd M-pulbere este prezentata in 
figura 1. Substantele active au fost separate 
cu o asimetrie buna in opt minute.  

Timpii de retentie au fost 2.5, 4.1 si 
respectiv 5.3 pentru metronidazol, 
oxitetraciclina si furazolidona. 

Confirmarea identificarii substantelor 
active a fost facuta cu ajutorul soft-ului , cu 
care s-au calculat si alti parametrii de 
performanta ca rezolutia, asimetria, timpul 
de reten ie i talerele teoretice, tabelul 2. 

Evaluarea statistica a rezultatelor 
obtinute pentru substantele active din 
produsul Enteroguard M –pulbere sunt 
prezentate in tabelul 3. 

 
 

Fig.1. Cromatograma tipica a produsului Enterogurd M - pulbere 
 

Tabelul 1 
Parametrii calcula i pentru amestecul din figura 1. 

 

Substan a Timp 
Reten ie Aria Rezolutie Asimetria Capacity 

factor 
Talere 

teoretice 

Metronidazol 2.593 2519440 0.00000 1.01999 2 6726 
Oxitetraciclina 

clorhidrat 4.155 2692618 8.67410 0.97944 3 5021 

Furazolidona 5.300 1422186 4.96785 0.90892 4 8673 
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Tabelul 2 
Rezultatele metodei validate 

 

Parametri de validare Metronidazol Oxitetraciclina Furazolidona 

LOD mg/mL 0.000358 0.000130 0.001109 
LOQ mg/mL 0.001194 0.000432 0.003696 

Ecuatie de regresie y=2.26968e-008x– 
0.00134127 

y=1.21776e-008x– 
4.94260e-006 

y=7.58344e-008x– 
4.94260e-006 

Coeficientul de corelatie (r2) 0,998711 0.999608 0.999608 
Domeniul de liniaritate mg/mL 0.005-0.1 0.003-0.06 0.001-0.02 

Repetabilitate %RSD n=6 0. 356 0.301 0.333 
Reproductibilitate %RSD 0.525 0.383 0.500 

% recuperare 100.7 97.49 89.72 
 

Concluzii 
 

In acest studiu, parametrii analitici 
pentru cele trei substante active au fost 
optimizati folosind cromatografie de lichid de 
inalta performanta.  

Separarea s-a facut izocratic, cu faza 
mobila formata din fosfat de potasiu 
monobazic 50 mM cu pH 2.5, metanol si 
acetonitril (70:18: 12) si un debit de 1.100 
mL/min.  

Timpul analizei cromatografice a fost 
scurt (8 min), iar rezolutia peak-urilor este 
buna pentru toate substantele active. 

In concluzie, acest studiu demonstreaza 
ca metoda analitica aplicata este sensibila, 
selectiva si rapida pentru determinarea 
metronidazolului, oxitetraciclinei si 
furazolidonei din produsul Enteroguard M –
pulbere. 
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Rezumat 

 
Studiul de fa  î i propune investigarea tipului de interac iune farmacodinamic i demonstrarea ac iunii 
antinociceptive a unei combina ii binare în propor ie fix  între un analgezic non-opoid (Acetaminofen) i 
un anticonvulsivant (carbamazepin ) ca o modalitate ra ional  de tratament al durerii. Toate procedeele 
experimentale utilizate în realizarea acestui studiu au fost în strâns  concordan  cu reglement rile 
bioetice interna ionale referitoare la experien ele realizate pe animale de laborator.  Pentru cuantificarea 
interac iunii s-a utilizat metoda dreptei aditive compuse, care permite evaluarea cantitativ  a 
interac iunilor de tip farmacodinamic din combina iile binare în propor ie fix . Interac iunea între aceste 
substan e este de tip sinergic (poten are), dovedit  prin deplasarea la stânga a dreptei de regresie a 
asocierii fa  de dreapta aditiv  compus . Parametrii statistici ai analizei de regresie pun în eviden  
sinergismul dintre cele dou  substan e (Zmix = 39.276 ± 7.54 mg/kg (Zmix < Zadd), indice de interac iune 
 = 0,387, p < 0.05, tc = 3.753, tt = 3.511, Fc = 10.825, Ft = 4.260). Sinergismul dintre cele dou  substan e 

se explic  prin mecanismele de ac iune specifice fiec rei substan e.  
 

Abstract 
 

This study aims to demonstrate the type of pharmacodynamic interaction and the demonstration of an 
antinociceptive action of fixed-ratio binary combinations between a non-opioid analgesic 
(acetaminophen) and an anticonvulsant (carbamazepine) as a rational way to treat pain. All experimental 
procedures used in this study were closely in line with international bioethical regulations on 
experiments conducted on laboratory animals. For quantifying the interaction, we used the method of the 
additive composite curve, which allows the quantitative assessment of the pharmacodynamic 
interactions of binary combinations in fixed proportion. The interaction between these substances is the 
synergistic (potentiation), as evidenced by the left shift of the regression curve of the combination 
compared to the composite additive curve. The statistical parameters of regression analysis reveal the 
synergism between the two substances (Zmix = 39.276 ± 7.54 mg / kg ( Zmix < Zadd ) the interaction 
index  = 0.387 , p < 0.05, tc = 3.753 , tt = 3.511 , Fc = 10.825 , Ft = 4.260 ). The synergism between the two 
substances is explained by the specific action mechanisms of each substance. 
 

Introducere 
 

Terapia analgezic  modern  este 
dominat  la ora actual  de cele dou  clase 
principale de medicamente analgezice i 
anume: analgezice opioide i analgezice 
neopiode (analgezice antipiretice i 
antiinflamatoare nesteroidiene AINS). În 
privin a substan elor analgezice-AINS, s-au 

dezvoltat o multitudine de noi variante 
sintetice îmbun ite, la fel ca i o serie de 

i de administrare optimizate, dar inova iile 
conceptuale nu au fost pe deplin 
satisf toare. Aceasta se datoreaz , 
probabil, unui avans relativ lent al în elegerii 
patogenezei durerii inflamatorii.  

Pe de alt  parte, un principiu formulat în 
cadrul farmacologiei asocierilor de 



Chi ac et al.                                                                                                                                       Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug 
 
                                                                                                                                                                                   Vol. 8 (1). Mai - Iunie 2014 
 

86 

analgezice, ca o modalitate ra ional  de 
ameliorare a tratamentului durerii, este acela 

, asociind substan e medicamentoase cu 
mecanisme de ac iune diferite, se poate 
ob ine o acoperire multimodal  a unui 
spectru mai larg de tipuri de durere, creând, 
în acest mod, posibilitatea poten ial  ca 
interac iunea care apare s  fie mai mare 
decât aditiv , adic  sinergic  [14].  

In studiile noastre a fost luat în 
considera ie rolul citokinelor proinflamatoare 
în st rile de durere patologic  [22].  

În aceast  lucrare se tenteaz  luarea în 
discu ie a perspectivelor unor asocieri 
(combina ii) între medicamente care s  
influen eze durerea din procesele 
inflamatorii. 

 
1. Material si metoda 

 
În cercet rile din prezenta lucrare s-au 

utilizat oareci masculi Swiss (Sursa 
Institutul Cantacuzino Bucure ti) cu 
greutatea 20-25 g. Condi iile de habitat s-au 
realizat în incinta laboratorului de 
Farmacodinamie experimental  din cadrul 
disciplinei de Farmacodinamie i Farmacie 
clinic , UMF „Grigore T. Popa” Ia i, într-o 
camer  cu temperatur i umiditate 
controlat  (21°C ± 2°C), i un ciclu de 
lumin /întuneric,12ore/12 ore (07.00AM / 
07.00PM).  

Animalele au fost cazate în cu ti de 
plexiglas, prev zute cu ad tor grupate 
câte 8-10 animale-cu . Acestea au primit 
ap i hran  standard (sursa Biobaza 
Baneasa). Test rile au fost efectuate 
începând cu orele 10.00 AM. Cu 3 ore 
înainte de test ri s-a sistat accesul la hran  
i ap . Toate procedeele experimentale 

utilizate în realizarea acestui studiu au fost în 
strâns  concordan  cu normele specifice 
aprobate în UMF „Grigore T. Popa” i 
reglement rile bioetice interna ionale 
referitoare la experien ele realizate pe 
animale de laborator [23]. 

În acest studiu s-au utilizat urm toarele 
substan e:  

 acetaminophen (Sigma),  
 carbamazepin  (Sigma),  
 Zymosan A (Sigma),  
 CMC-Na (Sigma),  
 ser fiziologic (Zentiva).  

 

Carbamazepina i acetaminofenul au 
fost administrate singure i în asociere pe 
cale oral  în secven e de doze în progresie 
geometric . S-a utilizat un model de 
nocicep ie cu stimul chimic cu specificitate 
pentru durerea inflamatoare. În acest studiu 
testul r spunsului constrictiv abdominal 
(metoda lui Siegmund i col. 1957, tehnica 
lui Koster i col. 1959) const  în 
administrarea intraperitoneal  a unei 
suspensii de Zymosan A în doz  de 40mg / 
Kgc. la oarece [20]. Se înregistreaz  
num rul de r spunsuri constrictive 
abdominale timp de 12 minute dup  
administrarea agentului iritant [21].  

Interpretarea datelor a fost de tip cuantal 
caracterizat  de prezen a sau absen a 

spunsului calculându-se efectul maxim 
posibil:  

 

% (antinocicep ie) inhibi ie = (nr. non-
responderi / nr total de animale) x 100 [19]. 

 

Pentru cuantificarea interac iunii s-a 
utilizat metoda dreptei aditive compuse care 
permite evaluarea cantitativ  a interac iunilor 
de tip farmacodinamic din combina iile 
binare în propor ie fix  [18, 19]. 

Metoda are la baz  analiza dreptelor de 
regresie, dreapta de regrese a asocierii fa  
de dreapta aditiv  compus  pentru nivelul de 
activitate de 50%. Indexul de interac iune 
indic  t ria sinergismului. În analiza statistic  
pentru toate testele de semnifica ie statistic , 
s-a considerat c  pentru valori P < 0,05 
exist  o diferen  semnificativ  statistic între 
grupele comparate (ANOVA Test, t - test).  

 
2. Rezultate si Discutii 

 
S-au administrat pe cale oral  doze 

succesive de paracetamol în progresie 
geometric  cuprinse între: 50.00-600.00 
mgkg-1.  
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Prin administrarea acestora s-a ob inut 
un efect maxim posibil de 100% pentru doza 
de 600 mg/kg. Datele au permis 
determinarea valorii DE50 a 
paracetamolului. (Tabelul 1) 

S-au administrat pe cale oral  doze 
succesive de carbamazepin  în progresie 
geometric  cuprinse între 7.5-60.00 mg/kg. 
Prin administrarea acestora s-a ob inut un 
efect maxim posibil de 80% pentru doza de 
60.00 mg/kg. Datele au permis determinarea 
valorii DE50 a carbamazepinei (Tabelul 1). 

Tabel 1 
 

Valoarea DE 50 a medicamentelor luate în studiu 
administrate singure 

 

Valoare Acetaminophen 
(Paracetamol) 

Carbamazepin  
(CBZ) 

DE50 (SEM)1

mgkg-1/ p.o 
162.48 (26.24) 
Y = -2.367 +3.33*X 
R = 0.948 

41.14 (12.20) 
Y = 0.59 +2.72*X 
R = 0.976 

1SEM, Eroarea standard a mediei  
 

Datele ob inute în tabelul 1 au permis 
trasarea dreptei de regresie pentru dreapta 
aditiv  compus  pentru stabilirea valorii 
Zadd. (Fig, 1). 

 

 
 

Fig. 1 Analiza dreptei aditive compuse a asocierii 
CBZ-Paracetamol  

 

Din analiza dreptei de regresie (Fig. 1) i 
tabelul 1 se observ  c  s-a putut pune în 
eviden  efectul antinociceptiv al 
carbamazepinei (DE50 = 41.14 ±12.20 
mgkgc-1) i a paracetamolului (162.48 ± 
26.24 mgkgc-1) pe modelul de nocicep ie 
studiat. Dup  determinarea acestor valori s-a 
demonstrat o valoare Zadd =101.59 ± 14.54 
mgkgc-1 i propor iile celor dou  substan e 
(Tabelul 2). Dup  administrarea combina iei 
în propor ie fix , serii successive de doze în 
progresie geometric , am constatat 
urm toarele:  
Zmix = 39.276 ± 7.54 mg/kg (Zmix < Zadd), 
indice de interac iune  = 0,387, p < 0.05 
(Tabelul 2). Interac iunea între aceste 
substan e este de tip sinergic (poten are). 
Aceasta este dovedit  prin deplasarea la 
stânga a dreptei de regresie a asocierii fa  
de dreapta aditiv  compus  (Fig. 2).  

Parametrii statistici ai analizei de 
regresie pun în eviden  sinergismul dintre 
cele dou  substan e (tc = 3.753, Tt = 3.511, 
Fc = 10.825, Ft = 4.260). 

 
 

Fig. 2 Dreapta de regresie a asocierii  
paracetamol-CBZ fa  de dreapta aditiv  

compus . 
Table 2 

Valoarea DE50 a medicamentelor luate în studiu administrate în asociere  
 

Substanta 
Doza 
totala 

mg/kg/p.o 

Efect maxim 
posibil  

(EMP) % 

ED50 (SEM) 

Zadd (SEM) Zmix (SEM) 
Acetamionophen / 

CBZ 
(0.798/0.202) 

12.20 16.66 101.59 (14.54) 
Y = 3.02 + 0.57*X 
R = 0.959 

39.276 (7.54)1 

Y = -3.17 + 4.97*X 
R = 0.953 
Interaction index=0.387 

25.40 33.33 
50.80 66.66 
101.59 100.00 

 1Combina ie sinergic  
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Testul r spunsului constrictiv abdominal 
permite aprecierea analgeziei centrale i 
periferice. Testul poate utiliza o serie de 
agen i iritan i cum ar fi acetilcolin  bromid, 
acid acetic, Zymosan A. Prin utilizarea 
agentului iritant Zymosan A modelul cap  
o specificitate pentru patogeneza durerii 
inflamatoare [12, 21]. 

O serie de autori au ar tat c  prin 
administrarea intraperitoneal  de Zymosan 
A, la oarece, apare un r spuns inflamator, 
caracterizat prin r spuns constrictiv 
abdominal, extravazare de plasm , infiltrare 
leucocitar i biosintez  de eicosanoide 
Doherty cit Pettipher, 1997 [12].  

În ultimul timp s-a pus în eviden  c  
agen ii inflamatori nu stimuleaz  direct 
eliberarea de mediatori primari 
hipernociceptivi, ci c  eliberarea lor este 
precedat  de o cascad  de citokine [5, 15]. 
S-a pus în eviden  c , la oarece, 

spunsul constrictiv abdominal la zymosan 
i acid acetic este mediat prin TNF-alfa, IL1-

beta i IL8, care ac ioneaz  concomitent i 
sinergic [15]. 

Paracetamolul are efecte analgezice i 
antipiretice similare cu AINS.  

Totu i, spre deosebire de acestea, 
paracetamolul administrat în doze 
terapeutice are activitate antiinflamatorie i 
antiplachetar  foarte mic  sau inexistent i 
nici nu manifest  profilul efectelor secundare 
de tip AINS, precum leziuni ale tractului 
gastro-intestinal, bronhoconstric ia indus  de 
acid acetil salicilic.  

De aceea paracetamolul a înlocuit pe 
scar  larg  acidul acetilsalicilic i al i salicila i 
în tratamentul durerilor u oare spre 
moderate, care nu sunt asociate cu procese 
inflamatorii, precum cefaleea, durerile 
dentare i dismenoreea [2].  

De i a fost sintetizat în urm  cu mul i ani 
i utilizat intens în tratamentul durerii, 

mecanismul s u de ac iune r mâne înc  
necunoscut. Mecanismul cel mai probabil 

mâne cel de inhibi ie a ciclooxigenazei. 
Unele cercet ri au testat eventuala 

interferen  între paracetamol i NOs (nitric-
oxid-sintaza) atât constitutiv  cât i 
inductibil  [2], alte cercet ri sprijin  ipoteza 
unei componente activatorii a c ilor opioide 
descendente spinale [13]. 

Alte studii prezint  ac iunea sa asupra 
TRPA1 spinal, care sunt considera i printre 
declan atorii cei mai importan i ai durerii la 
nivel spinal. Metaboli ii acetaminofenului 
activeaz  TRPA1 nativ i reduc curen ii 
voltajj-dependen i de calciu i sodiu din 
neuronii aferen i primari, astfel inducaând un 
efect analgezic [1]. 

Un alt mecanism analgezic al 
acetaminofenului este realizat prin inhibarea 
capt rii de anandamid i al i 
endocanabinoizi din spatiul extracelular. 
Aceste date par a sugera c i  modularea 
sistemului endocanabinoizilor ar putea sa fie 
un mecanism suplimentar care s  medieze 
efectele antinociceptive sinergice ale 
combina iilor acetaminofenului [10].  

Carbamazepina este un medicament cu 
ac iune anticonvulsivant , util in diferite 
forme de epilepsie, dar care în ultima vreme 
este util în clinic  în anumite tipuri de durere,  
cum ar fi nevralgia de trigemen [16]. 

Medicamentul î i explic  ac iunea prin 
blocarea canalelor de Na. Se cunosc mai 
multe subtipuri notate cu Nav 1.1 pan  la 1.9. 
Nav1.7, 1.8 si 1.9 sunt exprima i numai la 
nivelul neuronilor senzoriali periferici i se 
consider  c  sunt implica i atât în ini ierea 
durerii acute cât i în men inerea 
hiperalgeziei inflamatorii postelzionale. 
Canalele Nav 1.4, 1.6, 1.7, sunt sensibile la 
tetrodotoxin  (TTX), în vreme ce Nav 1.5, 
1.8, 1.9, sunt rezisten i la aceasta [7-9].  

Subtipul Nav 1.7 este exprimat în mod 
semnificativ în neuronii din ganglionul 

cinii posterioare (GRP) în neuronii 
simpatici i mienterici, în vreme ce Nav 1.8 
sunt este exprimat preferen ial în GRP i în 
ganglionul Gasser.  

Este bine documentat  implica ia sa în 
durerea inflamatorie i în durerea indus  de 
stimul rece [4]. Este cunoscut faptul c  
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subtipul Nav1.7 este sensibil la 
carbamazepina i de asemenea c  muta iile 
sale produc o serie de sindroame dureroase 
ereditare [11]. 

Nav1.9 este exprimat în neuronii 
senzoriali i în sistemul nervos enteric, mai 
ales în neuroni de dimensiuni mici cu 
propriet i nociceptive.  

În lumina acestor cuno tin e Nav1.7, 18. 
i 19 ar putea fi inte importante pentru 

analgezice [7].  
 

Concluzii 
 

Sinergismul ob inut în cercet rile din 
prezenta lucrare se poate explica prin 
mecanismele de ac iune specifice fiec rei 
substan e.  

De obicei efecte sinergice se ob in când 
se combin  dou  medicamente ce prezint  
cel pu in un mecanism de ac iune diferit.  

În cazul carbamazepinei i 
acetaminofenului, exist  mai multe 
mecanisme în lucru, care ar putea concura 
pentru ob inerea unui astfel de efect evident: 

 

 Carbamazepina blocheaz  canalele 
ionice implicate în generarea i 
transportul senza iilor nociceptive la 
nivelul nervului spinal i al m duvei 
spin rii ; 

 Acetaminofenul ar putea inhiba 
generarea local  de mediatori 
inflamatori prin presupusa sa inhibi ie 
a COX; 

 Poate inhiba generarea de poten iale 
de Na/Ca la nivelul neuronilor 
nociceptivi senzoriali primari prin 
activarea TRPV; poate modula c ile 
spinale endocanabinoide, astfel 
reducând transmisia durerii la nivel 
spinal. 

 

În orice caz acetaminofenul 
(paracetamolul) pare a r mâne un analgezic 
puternic i ar putea s  se bucure de o nou  
perioad  de glorie ca membru în diverse 
combina ii medicamentoase cu propriet i 

analgezice mai puternice i utilizabile în mai 
multe tipuri de durere. 
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Rezumat 

 
Cercet rile din ultimii ani în domeniul algeziologiei au demonstrat existen a mai multor tipuri de durere 
cu media ie complex  ceea ce a atras utilizarea unor compu i din alte clase decat analgezicele clasice 
pentru tratamentul durerii. Scopul acestei lucr ri este de a demonstra ac iunea antinociceptiv  la oarece 
a valproatului de sodiu. În prezenta lucrare se utilizeaz  trei modele de nocicep ie care utilizeaz  stimul 
chimic, termic i presiune i un model de inflama ie acut  indus  prin carrageenan. S-a lucrat pe oareci 
albi masculi, Swiss cu greut i cuprinse între 20-30 g. Administrarea valproatului s-a efectuat pe cale 
oral  prin administrarea unor secven e de doze în progresie geometric . În urma analizei statistice s-au 
ob inut valori DE50 ale valproatului de sodiu pentru fiecare model de nocicep ie dup  cum urmeaz : DE50 
= 21.773 ± 6.786 mg/kg pentru modelul de nocicep ie cu Zymosan A, DE50 =11.807 ± 4.035 mg/kg, pentru 
testul Hot plate, DE50 = 19.247 ± 2.207 mg/kg pentru testul Randall-Sellitto. Ac iunea valproatului se 
explic  prin inhibarea citokinelor proinflamatoare de tip TNf-alfa, IL1, beta, IL6 i a mediatorilor de tip 
PGE2. Experimentele s-au efectuat în accord cu legisla ia în vigoare în ceea ce prive te lucrul cu 
animalele de laborator. 

 
Abstract 

 
Recent research in the field of algesiology demonstrated the existence of several types of pain, with 
complex mediation cascades. This fact prompted the use of compounds from other drug families than 
classical analgesics for the treatment of pain. The purpose of this paper is to demonstrate the 
antinociceptive action of sodium valproate in mice. This investigation relies on three nociception models 
that use chemical, thermal, mechanical (pressure) stimuli, and a model of acute inflammation induced by 
carrageenan. The investigations were made using male white Swiss mice, weighing 20-30 grams. 
Valproate administration has been made orally, using geometric progression dose sequences. According 
to the statistical analysis, we obtained values of ED50 for sodium valproate for each nociception model as 
follows: ED50 = 21.773 ± 6.786 mg/kg for the nociception model with Zymosan A, ED50 = 11.807 ± 4.035 
mg/kg, for the hot plate test, ED50 = 19.247 ± 2.207 mg/kg for the Randall-Sellitto test. The action of the 
valproate is explained by the inhibition of pro-inflammatory cytokines like TNF-  IL1 , IL6 and 
prostaglandin mediators like PGE2. The experiments were made according to the European and 
Romanian legislation that concerns working with lab animals. 
 

Introducere 
 
În ultimii ani durerea a fost privit  nu 

doar ca simptom ci ca o boal  în sine. 
Cercet rile în domeniul algeziologiei s-au 
extins i au adus în discu ie existen a mai 

multor tipuri de durere cu media ie 
complex .  

Având în vedere neuromediatorii 
implica i, cercet torii au c utat noi posibilit i 
terapeutice în tratamentul durerii.  

Medicamente din alte clase decât 
analgezicele opioide i nonopioide sau 
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antiinflamatoare nesteroidiene (AINS) i-au 
dovedit ac iunea analgezic  singure 
(antidepresive triciclice, anticonvulsivante) 
sau în asociere cu alte substan e.  

O serie de anticonvulsivante cum ar fi 
carbamazepina sau acidul valproic sunt utile 
în nevralgia de trigemen sau durerea 
neuropat  [14]. 

În lucrarea de fa  se tenteaz  
demonstrarea ac iunii antinociceptive a 
valporoatului de sodiu, la oarece, printr-o 
serie de modele de nocicep ie care implic  
diferite media ii. 
 

1. Material si Metoda 
 

Studiul s-a realizat de oareci masculi 
Swiss (Sursa Institutul Cantacuzino 
Bucure ti) cu greutatea 20-30 g. Animalele 
au fost plasate în cu ti de plexiglas, 
prev zute cu ad tor.  

Condi iile de habitat s-au realizat în 
incinta laboratorului de Farmacodinamie 
experimental  din cadrul disciplinei de 
Farmacodinamie i Farmacie clinic , UMF 
„Grigore T. Popa” Ia i, într-o camer  cu 
temperatur i umiditate controlat  (21°C ± 
2°C), i un ciclu de lumin  / întuneric,12ore / 
12 ore (07.00 AM / 07.00 PM).  

Animalele au primit ad libitum ap i  
hran  standard (Biobaza Baneasa).  

Test rile au fost efectuate în începând 
cu orele 10.00 AM iar cu 3 ore înainte de 
testari s-a sistat accesul la hran i ap . 

Toate procedeele experimentale utilizate 
în realizarea acestui studiu au fost în strâns  
concordan  cu normele specifice aprobate 
în UMF „Grigore T. Popa” i reglement rile 
bioetice interna ionale referitoare la 
experien ele realizate pe animale de 
laborator [18]. 

În aceste studii pentru demonstrarea 
ac iunii antinociceptive s-a utilizat:  

 valproatul de sodiu (Sigma),  
 Zymosan A (Sigma),  
 Carrageenan lambda (Sigma),  
 CMC-Na (Sigma), si 
 ser fiziologic (Zentiva). 

Cercet rile nociceptive au avut la baz  
stimul chimic, termic, mecanic dup  cum 
urmeaz : Testul r spunsului constrictiv 
abdominal (metoda lui Siegmund i col. 
1957, tehnica lui Koster i col. 1959) indus 
prin Zymosan A, const  în administrarea 
intraperitoneal  a unei suspensii de 
Zymosan A în doz  de 40mgkgc-1.  

Se înregistreaz  num rul de r spunsuri 
constrictive abdominale timp de 12 minute 
dup  administrarea agentului iritant [13].  

Interpretarea datelor a fost de tip cuantal 
caracterizat  de prezen a sau absen a 

spunsului calculându-se efectul maxim 
posibil dupa formula:  

 
% (antinocicep ie) inhibi ie  = (nr. non-

responderi / nr total de animale) x 100 [11]. 
 
Testul Hot plate (metoda lui Woolfe i 

Mac Donald (1944) modificat  de Eddy i 
Laborit (1953), are la baz  aplicarea 
stimulului termic (52.5°C), timp de 30 
secunde (cut off) pe fata plantar  a 
oarecelui [4].  

Se utilizeaz  aparatul Hot plate 7280 
Ugo Basile prev zut cu sistem de men inere 
a temperaturii constante i m sur rii timpului 
de expunere la stimulul termic. Interpretarea 
datelor a fost de tip gradat [11]. 

S-a apreciat efectul antinociceptiv prin 
formula: 

 
% (antinocicep ie) inhibi ie =  (Tx-T0) / (Tm+T0) 

x 100 
 

Unde: T0 – laten a r spunsului m surat  înainte de 
administrarea substan ei de studiat, Tx – laten a la 
diferite intervale de timp consecutive administr rii 
substan ei, Tm – timpul maxim permis (cut-off time). 

 
Testul Randall - Selitto permite 

evaluarea durerii în condi ii inflamatorii i 
const  în aplicarea unui stimul mecanic pe 
laba inflamat  a animalului (cut-off 250g) 
edemul ob inându-se prin injectarea 
subcutanat  în regiunea plantar  a unei 
suspensii saline 3% de carrageenan lambda 
la oarece [4].  

Se utilizeaz  analgezimetrul Ugo Bazile 
37215. Interpretarea datelor a fost de tip 
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gradat. Efectul antinociceptiv s-a apreciat 
prin formula:  
 
% (antinocicep ie) inhibi ie = (gx+g0)/(gx-g0) x 

100 
 
Unde: g0 – laten a r spunsului m surat  înainte de 
administrarea substan ei de studiat, gx – laten a la 
diferite intervale de timp consecutive administr rii 
substan ei, gm – greutatea maxim  permis  (cut-off). 

 
Evaluarea edemului inflamator a labei 

la oarece se realizeaz  prin m surarea 
volumului labei inflamate ob inut prin 
administrarea subcutanat  în regiunea 
plantar  unei suspensii saline de 3% 
carrageenan lambda la oarece [5, 13]. Se 
utilizeaz  pletismometrul 7200 Ugo Basile.  

Gradul de inhibi ie a edemului inflamator 
s-a calculat dupa formula: 

 
% inhibi ie = (M-T)/M x 100 

 
Unde: M- valoarea gradului de inhibi ie a lotului 
martor, T- valoarea gradului de inhibi ie a lotului tratat 
 

Analiza statistic  a datelor.  
Pentru a studia rela iile între doz i 

efect, protocolul de lucru impune trasarea 

dreptelor de regresie i analiza lor pentru 
ambele tipuri de efecte iar pentru m surarea 
rela iei dintre cele dou  variabile (doza-efect) 
se utilizeaz  coeficientul de corela ie 
Perason „R”.  

Pentru evaluarea poten ialului 
antinociceptiv, de va calcula valoarea dozei 
eficace 50 (DE50) din efectul maxim posibil 

surat.  
În analiza statistic  pentru toate testele 

de semnifica ie statistic , s-a considerat c  
pentru valori P < 0,05 exist  o diferen  
semnificativ  statistic între grupele 
comparate (ANOVA Test).  
 

Rezultate si discutii 
 

Prin administrarea pe cale oral , de 
doze succesive cuprinse între 5.00 - 40.00 
mg/kgc-1, în progresie geometric , a unei 
suspensii de valproat de sodiu in CMC-Na 
0,1% s-a ob inut pentru testul r spunsului 
constrictiv abdominal un efect maxim posibil 
antinociceptiv de 80.00%. (Tabelul 1). 

Tabelul 1  
Evaluarea poten ialului antinociceptiv al valproatului de sodiu 

 

Model de nocicep ie Valproat de sodiu 
mg/kg p.o 

EMP 
(%) Parametri statistici 

Testul r spunsului 
constrictiv abdominal 

40.00 80.00 ED50 = 21.773 +/- 6.786 
Eqn: Y = 1.943 + 2.285*X, R: 0.921 
True Confidence Limits 
(11,338,115.64) log(1.055,2,063) 

20.00 50.32 
10.00 33.33 
5.00 0.00 

Testul Hot plate 20.0 81.32 ED50 = 11.807 +/- 4.035 
Eqn: Y = -29.880 + 74.504*X, R: 0.887 
True Confidence Limits 
(11.685,2.169) log(1.068,0.336) 
ANOVA  d.f.(1,2) 
F(calc): 17.379, F(tab): 18.51 

10.00 26.32 
5.00 16.00 
2.50 10.13 

Testul Randall Sellitto 40.00 65.4 ED50 = 19.247 +/- 2.207 
Eqn: Y = -30.126 + 62.386*X R: 0.982 
True Confidence Limits 
(12.044, 42.916) log(1.081,1.633) 
ANOVA  d.f.(1,2) 
F(calc): 52.776, F(tab): 18.51 

20.00 56.4 
10.00 34.8 
5.00 10.23 

Edemul inflamator al labei 40.00 48.95 ED50 = 45.753 +/- 6.964 
Eqn: Y = -4.579 + 32.870*X , R: 0.989 
True Confidence Limits 
(20.097,10.854) log(1.303,1.036) 
F(calc): 43.285, F(tab): 161.4 

20.00 36.45 
10.00 29.16 

  
 

Datele ob inute în tabelul 1 au permis 
trasarea dreptei de regresie pentru 
determinarea valorii DE 50 a valproatului de 

sodiu pentru modelele de nocicep ie studiate 
(Figurile 1 - 4). Din analiza dreptei de 
regresie (Fig 1) i tabelul 1 se observ  c  s-
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a putut pune în eviden  efectul 
antinociceptiv al valproatului de sodiu (DE50 
= 21.773 ± 6.786) în modelul de nociceptie 
cu Zymosan A.  

Testul r spunsului constrictiv abdominal 
permite aprecierea analgeziei centrale i 
periferice. 
 

 
 

Fig. 1 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50 
a valproatului de sodiu pentru testul r spunsului 

constrictiv abdominal 
 

 
 

Fig. 2 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50 
a valproatului de sodiu pentru testul Hot plate 

 

 
 

Fig. 3 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50 
a valproatului de sodiu pentru testul Randall 

Selitto 

 
 

Fig. 4 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50 
a valproatului de sodiu pentru evaluarea gradului 

de inhibi ie a edemului inflamator. 
 

Unii autori au ar tat c  prin 
administrarea  intraperitoneal  de Zymosan 
A, la oarece, apare un r spuns inflamator, 
caracterizat prin r spuns constrictiv 
abdominal, extravazare de plasm , infiltrare 
leucocitar i biosintez  de eicosanoide 
(Doherty cit Pettipher, 1997) [7].  

Spre deosebire de r spunsul constrictiv 
abdominal produs prin administrarea 
intraperitoneal  de acid acetic, administrarea 
de zymosan nu produce necroz  celular , în 
consecin  poate fi mult mai relevant pentru 
patogeneza durerii inflamatoare [7, 14]. 

În ultimul timp s-a pus în eviden  c  
agen ii inflamatori nu stimuleaz  direct 
eliberarea de mediatori primari 
hipernociceptivi, ci c  eliberarea lor este 
precedat  de o cascad  de citokine [8].  

S-a pus în eviden  c , la oarece, 
spunsul constrictiv abdominal la zymosan 

i acid acetic este mediat prin TNF-alfa, IL1-
beta i IL8, care ac ioneaz  concomitent i 
sinergic (Ribiero cit Cunha, 2005) [1].  

Mecanismul de ac iune al acidului 
valproic const  în inhibarea GABA-
transaminazei, enzim  responsabil  de 
degradarea GABA i cre terea activit ii acid 
glutamic decarboxilazei, actionând indirect 
pe GABA [16]. Literatura de specialitate 
aduce în eviden i alte mecanisme de 
ac iune posibile care ar putea contribui la 
efectul antinociceptiv (atenuarea media iei 
excitatorii prin NMDA, blocarea canalelor de 
Na, Calciu voltaj dependente (tip L, C, D, N, 
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F, T) i canalelor de potasiu voltaj 
dependente) [3, 9, 15]. Alte studii 
demonstreaz  c  acidul valporic reduce 
num rul de leucocite, i eliberarea de 
mieloperoxidaza în exudatul peritoneal în 
modelul de peritonit  cu carrageenan care 
produce un r spuns inflamator cu infiltrat de 
neutrofile implic  exudare de plasm  migrare 
celular i eliberare de mediatori de tipul 
NO, PGE2, IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa [10, 16]. 

Din analiza dreptei de regresie (Fig 3) i 
tabelul 1 se observ  c  s-a putut pune în 
eviden  efectul antinociceptiv al valproatului 
de sodiu (DE50 = 19.247 ± 2.207) pentru 
modelul de nocicep ie inflamatorie indus prin 
carrageenan. Studii recente demonstreaz  
efectul antinociceptiv i antiinflamator al 
valproatului de sodiu asupra edemului labei 
indus prin carrageenan [16]. 

Nu s-a putut determina o valoare DE50 
pentru inhibi ia edemului inflamator pentru 
secven a de doze luat  în studiu (Tabelul 1). 

Valoarea DE50 = 11.807±4.035 mgkgc-1 
(Tabelul 1, Fig. 2) ob inut  pentru testul Hot 
plate se poate explica prin interven ia 
acidului valproic asupra cananlelor de sodiu 
din neuronii ganglionului r cinii 
posterioare (GRP) a nervului spinal, 
incluzând inhibi ia indirect  a canalelor de 
sodiu lente i a canalelor de rectificare 
depolarizant  a membranei [12], precum i a 
curen ilor de calciu [2].  

Astfel se poate presupune o inhibi ie 
spino-cortical  direct , datorat  efectului 
inhibitor asupra desc rc rilor de înalt  
frecven  de poten iale de ac iune care sunt 
implicate direct în percep ia durerii [6]. Pân  
la ora actual  rezultatele ob inute de noi sunt 
primele care prezint  un astfel de efect al 
acidului valproic pe un model de durere 
termic  acut  de tipul Hot plate.  
 

Concluzii 
 

Avand în vedere media ia comun  
pentru cele dou  modele de nocicep ie 
edemul inflamator al labei indus prin 
carrageenan i r spunsul constrictiv 

abdominal indus prin Zymsan A, valorile 
DE50 apropiate i parametri statistici 
rezulta i suger m c  inhibi ia nocicep iei în 
durerea inflamatore produs  de valproatul de 
sodiu ar puteaa fi explicat  prin inhibarea 
citokinelor proinflamatoare de tip TNFalfa, 
IL1 beta, IL6 i a mediatorilor de tip PGE2. 

De asemenea am demonstrat un efect 
antinociceptiv direct al valproatului de sodiu 
pe modelul de nocicep ie termic  acut . 
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