REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Titlul tezei de doctorat: ”Aprecierea calitatii substraturilor vegetale administrate in
hrana vacilor de lapte intr-o ferma zootehnica din zona de Est a Podisului Moldovei prin
investigatii micologice si micotoxinice”.
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Teza de doctorat intitulatd ,,Aprecierea calitatii substraturilor vegetale
administrate in hrana vacilor de lapte intr-o ferma zootehnica din zona de Est a Podisului
Moldovei prin investigatii micologice §i micotoxinice” este structuratd conform
metodologiei academice si cuprinde doud parti principale: prima parte este dedicata
studiului bibliografic, iar a doua parte reda cercetdrile proprii si rezultatele obtinute in
perioada studiilor doctorale. Pe langad aceste doua parti, teza contine cuprinsul,
introducerea, rezumatul, lista surselor bibliografice, lista abrevierilor, lista figurilor, lista
tabelelor si lista publicatiilor. Lucrarea prezentd contine 43 de figuri si 34 tabele si face
referire la 216 surse bibliografice.

PARTEA 1 - Studiu bibliografic - Aceasta prima parte este organizatd in trei
capitole si oferd o sinteza riguroasa a principalelor genuri de fungi micotoxigeni implicati
in contaminarea substraturilor vegetale, precum si a caracteristicilor generale ale
micotoxinelor produse. Sunt analizate genurile Aspergillus, Penicillium si Fusarium, cu
accent pe micotoxinele frecvent intdlnite: aflatoxine, ochratoxine, deoxinivalenol,
trichotecene si zearalenona, evidentiindu-se mecanismele de actiune si efectele asupra
sanatatii animalelor. Ultimul capitol al acestei sectiuni oferd o perspectiva actuala asupra
incidentei micotoxinelor la nivel mondial si national, evidentiind implicatiile acestora
asupra sigurantei alimentare si sanatatii animalelor, precum si provocérile in ceea ce
priveste preventia si controlul acestui risc biologic.

PARTEA A II-A - Cercetari proprii si rezultatele obtinute - Aceastd sectiune
contine 7 capitole experimentale, precedate de descrierea cadrului institutional, scopul si
obiectivele studiului, materialul biologic si metodologia utilizatd. Cercetarile au fost
desfasurate in cadrul unor institutii si unitati specializate, dotate corespunzitor pentru
activitati de nutritie animald si micotoxicologie veterinara, oferind suport tehnic si
stiintific adecvat desfasurarii studiului.

Capitolul 4 descrie cadrul institutional al cercetarii, incluzand unitati de profil
zootehnic, laboratoare publice si private, In care s-au realizat analizele fizico-chimice,
micologice, micotoxicologice si biochimice, evidentiind dotarea moderna, expertiza
interdisciplinara si rolul lor in asigurarea calitatii stiintifice si etice a studiului.



Capitolul 5 prezinta scopul si obiectivele tezei, precum si metodologia aplicata
pentru evaluarea calitdtii nutritionale si a riscului micotoxicologic asociat furajelor
administrate bovinelor din cadrul SCDCB Dancu-lasi. Obiectivele au inclus:
caracterizarea fizico-chimica a furajelor, evaluarea contaminarii fungice, determinarea
continutului de micotoxine prin metoda ELISA, identificarea micotoxinei M; in laptele
provenit de la animale hranite cu furaje contaminate si analiza parametrilor biochimici
serici. Pe 1anga analiza diferentelor intre probe, studiul a integrat o componenta corelativa,
urmarind relatiile dintre umiditatea furajelor si Incarcatura fungica, intre nivelul fungilor
si continutul de micotoxine, intre concentratia de aflatoxine totale din furaje si prezenta
aflatoxinei M in lapte, precum si intre valorile micotoxinelor si modificarile parametrilor
biochimici din serul bovin. Analiza statistica a fost realizata utilizind pachetul SPSS,
aplicand teste de tip ANOVA, corelatie Pearson si test LSD, in vederea evidentierii
semnificatiilor statistice ale relatiilor investigate.

Capitolul 6 - ”Evaluarea fizico-chimica a furajelor” prezinta analiza nutritionala
detaliata a furajelor administrate bovinelor din cadrul SCDCB Dancu, cu scopul de a
caracteriza compozitia acestora in vederea optimizarii ratiilor alimentare. Evaluarea
fizico-chimica a principalelor categorii de furaje evidentiaza diferente clare intre tipurile
de furaj, variatiile inter-anuale fiind secundare. Umiditatea este maxima la silozul de
porumb (61,24-61,40%) si la ratia mixta (54,28-54,59%), In timp ce furajele uscate
(porumb, grau, sroturi) se mentin Intre 9,97 si 13,36%. Continutul proteic este
predominant de srotul de soia (46,35-46,60%) si srotul de rapitd (35.28-35.41%),
comparativ cu cerealele care prezintd un nivel mai redus (6,67-12,34%). Lipidele sunt mai
bine reprezentate n premix (5,53-5,56%) si scad usor in porumb (2,91-3,05%). Continutul
de fibrd este maxim 1n fanul de lucerna (27,41-27,50%) si siloz (24,37-24,39%), iar
cenusa in lucernd (9,74-9,81%). Diferentele sunt determinate preponderent de natura
furajului.

Capitolul 7 - ”Evaluarea contamindrii fungice a furajelor” abordeazd analiza
incarcaturii fungice a furajelor utilizate in hrana bovinelor, ca etapa esentiald in evaluarea
riscului de contaminare micotoxicologica. Determinarea numarului total de fungi s-a
realizat prin metoda dilutiilor seriate, utilizind medii selective si temperaturi de incubare
de 25°C si 37°C. Datele cumulate pentru perioada 2022-2023 au evidentiat mentinerea
structurii relatiilor dintre genurile fungice, diferentele inter-anuale fiind predominant
cantitative, fard modificari ale tiparului ecologic. Analiza corelativd a demonstrat relatii
pozitive constante intre Aspergillus spp. si incarcatura fungica totala (r = 0.40-0.69),
precum si intre Fusarium spp. si nr. total fungi (pana la r = 0.76), ceea ce confirma
contributia majora a acestor genuri la biomasa fungica globala, in special in matricile cu
umiditate ridicatd. Au fost identificate si relatii antagoniste, precum Penicillium spp. —
Fusarium spp. (pana la r = —0.38) si Aspergillus spp. - alte specii (pana la r = —0.40),
sugerand o competitie ecologica intre fungii higrofili si cei adaptati depozitirii. In
ansamblu, rezultatele indica faptul ca umiditatea si tipul de matrice furajera reprezinta



factorii structurali dominanti ai contaminarii fungice, conturand tipare ecologice stabile
si reproductibile.

Capitolul 8 - ’Screening micotoxicologic al furajelor” prezinta evaluarea gradului
de contaminare cu micotoxine a furajelor utilizate in alimentatia bovinelor, cu scopul de
a preveni riscurile pentru sanatatea animalelor si de a asigura calitatea produselor de
origine animald. Analizele au fost realizate pe parcursul anului 2023, folosind metoda
imunoenzimaticda ELISA, pentru patru clase majore de micotoxine: aflatoxine totale
(AFLA-T), ochratoxina A (OTA), zearalenona (ZEA) si deoxivalenol (DON).

Contaminarea cu micotoxine a fost omniprezentd in categoriile de furaje
analizate, fiecare tip prezentdnd, in diverse luni, niveluri detectabile din cel putin una
dintre micotoxinele investigate. Cea mai semnificativa abatere a fost inregistrata in cazul
ratiel mixte furajere, unde concentratia de aflatoxine totale a depasit pragul estimativ de
10 ppb - limita relevantd pentru furajele destinate bovinelor de lapte - in mai multe luni,
cu un varf marcat in decembrie (37,86 + 4,89 ppb), dar si depdsiri notabile in februarie,
iulie si octombrie. Situatii similare au fost observate si in silozul de porumb, unde valorile
au depasit limita legald de 20 ppb pentru AFLA-T in septembrie (20,70 = 1,60 ppb) si
decembrie (21,86 + 1,60 ppb), aspecte ce pot indica fermentatie deficitara, ventilatie
inadecvata sau durate mari de stocare, transformand silozul intr-un punct critic al lantului
furajer. De asemenea, au fost inregistrate depasiri ale limitelor pentru aflatoxine in
porumb (decembrie — 34,07 £ 0,57 ppb), grau (octombrie — 20,79 + 0,63 ppb) si premixuri
(februarie — 10,67 + 1,73 ppb; octombrie — 17,12 £ 1,51 ppb), limitele maxime admise
fiind de 20 ppb pentru majoritatea furajelor, respectiv 10 ppb in cazul ratiei si al
premixului. Aceasta distributie sezoniera a valorilor ridicate, in special in lunile reci si de
tranzitie, sugereaza o influenta accentuata a conditiilor de depozitare asupra contaminarii.

Pentru ochratoxina A, valorile au ramas sub pragul orientativ de 250 ppb, cu
exceptia lunii octombrie in silozul de porumb, cand s-a inregistrat un varf de 245,22 +
21,74 ppb, situat chiar la limita maxima, indicand o influentd importantd a umiditatii si
temperaturii asupra biosintezei acestui compus. Zearalenona a prezentat o tendintad
sezoniera de crestere in lunile calde (iulie-septembrie), nsa valorile s-au mentinut sub
limitele orientative (2000-3000 ppb), chiar si in furaje cu risc crescut precum porumbul,
sroturile sau ratia mixta. In ceea ce priveste deoxivalenolul (DON), valorile determinate
au fost constant scazute, cuprinse intre 0,27 si 1,19 ppm, in toate probele analizate. Cele
mai mari concentratii au fost observate in lunile de vard si toamna, dar fara a depasi
limitele reglementate (8-12 ppm), ceea ce indicd o contaminare minima si o stabilitate
buna a furajelor in raport cu aceasta micotoxina.

Dincolo de corelatiile fung - micotoxind, monitorizarea lunard a evidentiat
momente clare de varf si episoade de instabilitate sezonierd. Zearalenona (ZEA) a atins
concentratii maxime in silozul de porumb in august (268 pg/kg), dupé valori deja ridicate
in aprilie (223 pg/kg), iar in ratia mixta a prezentat un maxim in septembrie (174 pg/kg),
confirménd sensibilitatea acestei micotoxine la perioadele calde si umede. Ochratoxina A
(OTA) a evidentiat doud episoade distincte de reacumulare in siloz: un prim varf in mai



(185 ppb) si un maxim pronuntat in octombrie (245 ppb), sugerand instabilitate
microclimaticd si redistribuire a umiditatii in timpul depozitarii. Aflatoxinele totale
(AFLA-T) au prezentat cresteri spre finalul anului, cu valori maxime in decembrie in ratia
mixta (38 ppb), compatibile cu o contaminare secundari progresiva. In contrast, DON s-
a mentinut relativ stabil (<1,5 mg/kg).

Capitolul 9 - Screening micotoxicologic al laptelui” abordeaza evaluarea
contamindrii secundare a laptelui cu aflatoxina M; (AFM;), metabolit hepatic al
aflatoxinei B (AFB,), cu potential carcinogen, rezultat din consumul de furaje
contaminate. Avand in vedere afinitatea crescuta a AFM; pentru cazeina si rezistenta sa
la tratamente termice, monitorizarea periodicd a acestui compus in laptele crud este
esentiald pentru siguranta alimentard. in acest scop, pe parcursul anului 2023 au fost
analizate 180 de probe, provenite de la 15 bovine selectate, folosind tehnica ELISA pentru
determinarea concentratiei de AFM;. Rezultatele obtinute au indicat prezenta aflatoxinei
M; in toate probele analizate, cu valori cuprinse intre 0,0020 si 0,0290 ppb, toate sub
limita maxim admisa de 0,05 ppb conform legislatiei europene. Media anuala a fost de
0,0042 £ 0,0025 ppb, ceea ce indica un risc micotoxicologic scazut pentru consumatori.

Cele mai mari valori medii lunare de AFM; au fost Inregistrate 1n lunile februarie
(0,0073 £ 0,0047 ppb) si martie (0,0093 = 0,0104 ppb), in timp ce cele mai reduse valori
au fost observate n aprilie, iulie si august. Analiza corelationald Pearson dintre AFM;
din laptele crud si aflatoxinele totale (AFLA-T) din principalele componente ale
alimentatiei furajere a evidentiat o relatie liniara slaba, cu coeficienti r sub 0.2 (de la -
0.17 la +0.084; p > 0.05), pentru toate matricile analizate. Aflatoxina Bi, componenta
principala a aflatoxinelor totale (AFLA-T), este metabolizatd hepatic, rezultind AFM,,
care este ulterior excretata in lapte. Rata de transfer raportata (0.3—6%) este suficienta
pentru ca cresterile sezoniere ale contamindrii in matrici precum porumbul, silozul de
porumb si ratia mixta sa se reflecte in nivelurile de AFM; din lapte. Analiza corelationala
Pearson a evidentiat asocieri pozitive puternice pentru siloz de porumb (r=0.79; p < 0.01)
si ratie mixtd furajerda (r = 0.67; p < 0.0I), in timp ce furajele cu nivel scazut de
contaminare au prezentat corelatii neglijabile. Aceste constatari confirma rolul central al
matritelor furajere cu umiditate ridicata in prezicerea transferului de aflatoxina in lapte.

Capitolul 10 - “Influenta calitatii furajelor asupra sandtatii animalelor”
abordeaza efectele posibile ale contamindrii furajelor cu micotoxine asupra starii
metabolice a bovinelor, prin analiza biochimica a sangelui. Studiul a inclus 15 vaci din
rasa Baltatd cu Negru Roméaneasca, monitorizate pe parcursul anului 2023, carora li s-a
administrat o ratie furajera compusd din materii prime analizate anterior din punct de
vedere nutritional si micotoxicologic. Lunar au fost prelevate probe de ser sanguin, pentru
determinarea a 12 parametri biochimici relevanti (inclusiv ALP, ALT, AST, GGT,
albumind, bilirubind totalda, proteine totale, trigliceride, uree, creatinina, calciu si
colesterol), cu scopul de a evalua starea fiziologica generald si de a identifica eventuale
modificari asociate cu contaminarea furajera.



Rezultatele obtinute in cadrul studiului au indicat cd majoritatea valorilor
biochimice serice s-au Incadrat in intervalele fiziologice de referinta, ceea ce sugereaza
un status metabolic general bun al bovinelor analizate. Cu toate acestea, au fost
identificate corelatii statistice semnificative intre anumite micotoxine din furaje si anumiti
parametri metabolici, sugerand efecte discrete, dar cuantificabile, asupra sanatatii
animalelor. Astfel, fosfataza alcalind (ALP), cu o valoare medie de 102,14 + 42,37 U/L,
a prezentat corelatii pozitive cu aflatoxinele totale si deoxivalenolul (DON), in special din
porumb, siloz si sroturi, ceea ce poate indica un stress hepatic cronic de intensitate redusa.

De asemenea, bilirubina totald (BIL-T), cu o medie anuala de 0,22 + 0,33 mg/dL,
a fost corelata pozitiv cu AFLA-T si OTA, sustinand ipoteza unei afectéri hepatobiliare
usoare. Valorile trigliceridelor serice (TRIG), care au variat intre 2,80 = 2,88 mg/dL (mai)
si 18,60 + 5,19 mg/dL (octombrie), au ardtat corelatii pozitive cu mai multe micotoxine,
in special cu zearalenona (ZEA), sugerand o posibila adaptare a metabolismului lipidic in
conditii de expunere cronica. In contrast, ureea sericd (URE), cu o medie anuala de 20,28
+ 10,23 mg/dL, a prezentat corelatii negative cu AFLA-T si DON, sugerand un impact
potential asupra metabolismului azotat. in acelasi timp, calciul seric, desi s-a mentinut in
limite fiziologice (media anuala 8,54 + 1,02 mg/dL), a aratat corelatii pozitive cu ZEA si
negative cu DON si OTA, ceea ce poate reflecta o influenta asupra homeostaziei minerale
si echilibrului endocrin. In ceea ce priveste creatinina, singura corelatie semnificativi a
fost pozitiva, in asociere cu DON din porumb, fara alte relatii notabile. Unii parametri nu
au evidentiat corelatii semnificative (p > 0.01) cu micotoxinele, precum albumina (media:
32,41 + 4,86 g/L), colesterolul (195,59 + 49,89 mg/dL), GGT (30,98 + 15,64 U/L) sau
enzimele hepatice ALT si AST, ceea ce sugereaza o stabilitate relativa a acestor markeri
in contextul expunerii moderate.

Rezultatele indica faptul ca niciun animal nu a prezentat un profil compatibil cu
hepatopatie clinicd, majoritatea parametrilor hepatici (ALT, AST, GGT, ALP, bilirubina
totala, albumina, proteine totale) incadrandu-se in limitele de referinta. Abaterile au fost
usoare si izolate, motiv pentru care nu a fost definit un grup patologic. Pentru identificarea
variatiilor subclinice, s-a construit un scor hepatic compozit, clasificand animalele in
»Normal” (0 abateri) si ,,La limitd” (1-2 abateri). Corelatiile univariate cu aflatoxinele au
fost slabe (r = —0.15 pana la +0.26). Totusi, analiza globala (PERMANOVA) a aratat ca
expunerea internd la AFM;, nu AFLA-T, se asociaza semnificativ cu variatia combinata
a parametrilor hepatici. MANOVA pe componentele principale (PC1, PC3) a confirmat
aceastd asociere multivariantd. LDA a generat un singur discriminant (LD1), care a permis
o separare partiald intre grupuri, sustindnd caracterul subclinic si adaptativ al
modificarilor.

Ultima parte a tezei sintetizeaza rezultatele cercetarii, oferind o perspectiva
integratoare asupra tematicii abordate. Sunt incluse recomandari privind monitorizarea
calitatii furajelor, controlul riscului micotoxicologic si sustinerea unei stéri optime de
sanatate a animalelor. Finalul tezei cuprinde bibliografia de specialitate si prezentarea
activitatii stiintifice relevante.



