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1.UvOD

Kloramfenikol (CAP) je antibiotik Sirokog spektra djelovanja. Djeluje uglavnom
bakteriostatski. Inhibira sintezu bjelanCevina vecine Gram-negativnih i Gram-pozitivnih
bakterija te sprjeCava rast i razvoj rikecija, mikoplazmi i klamidije. Zbog moguceg toksi¢nog
djelovanja, tj. poznatog rizika aplasticne anemije i kancerogenih svojstava CAP-a, njegova
uporaba u humanoj i veterinarskoj medicini je ogranic¢ena (Scortichini i sur., 2004). Stoga, od
1994. godine Europska komisija je potpuno zabranila koristenje CAP-a u veterinarskoj
medicini u prehrambenim proizvodima zivotinjskog podrijetla (Uredba Vijeca (EEZ) br.
2377/90; Uredba Komisije (EZ) br. 1430/94). Kloramfenikol pripada skupini lijekova za koje
se maksimalna dopustena koli¢ina ne moze odrediti iz toksi¢nih razloga, ve¢ je propisana
granica najmanje zahtijevane ucinkovitosti izvedbe metode (engl. Minimum required
performance limit, MRPL) i iznosi 0,3 ug kg™ (Odluka Komisije 2003/181/EZ).

Sulfonamidi su sintetski bakteriostatski antimikrobici. Imaju Sirok spektar djelovanja
protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (FAO, 2007). Iako imaju Sirok spektar
djelovanja, njihova primjena je smanjena u medicini zbog pojave rezistentnosti i zbog
uvodenja djelotvornijih lijekova poput antibiotika (Anonymous 1, 2017). Najvise dopustene
koncentracije (engl. Maximum residue limit, MRL) sulfonamida iznose 100 pg kg™ (Uredba
Komisije (EZ) br. 37/2010).

Zbog svakodnevne uporabe veterinarskih lijekova, nuzna je kontrola hrane Zivotinjskog
podrijetla. Kontrola kvalitete moZe se provoditi pomocu raznih metoda. ELISA metoda (engl.
enzyme-linked immunosorbent assay) koristi se u analitici hrane u razli¢ite svrhe, a neke od

njih su utvrdivanje vrsta mesa, autenticnosti mesa, alergena, rezidua u hrani 1 sl.

Cilj ovog rada bio je provesti validaciju postupka odredivanja sulfonamida i
kloramfenikola ELISA metodom. Validacija metode provedena je prema normama Europske
komisije 2002, HRN ISO/IEC 17025 i Pravilniku o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata (Odluka Komisije 2002/657/EZ; Pravilnik, 2005). U radu je validirana
ELISA metoda za odredivanje sulfonamida pomocu sljede¢ih  parametara:
selektivnost/specifi¢nost, sposobnost detekcije, iskoristenje, ponovljivost i preciznost, granica

detekcije, granice kvantifikacije. Za validaciju metode u odredivanju kloramfenikola

1



validacijski parametri jednaki su kao prethodno nabrojani parametri, uz dodatak parametra

robusnosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KLORAMFENIKOL

Kloramfenikol je antimikrobni lijek, bakteriostatik dobiven od bakterije iz roda
streptomiceta, a kasnije se poceo proizvoditi sinteticki. Primjenjuje se za lijecenje razli¢itih
infekcija uzrokovanih Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama (Dowling, 2006).
Mehanizam djelovanja antimikrobnih lijekova moze se podijeliti u cetiri skupine, a
kloramfenikol djeluje tako da inhibira sintezu proteina u bakterijskim stanicama (Seol i sur.,
2010). Slika 1. prikazuje strukturnu formulu organske molekule kloramfenikola prema
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Slika 1. Strukturna formula kloramfenikola (NCBI, 2017a)

Nakon peroralne primjene, kloramfenikol se biotrasformira glukurinidacijom u razli¢itim
organima (kao na primjer u jetri i bubrezima) u metabolite koji se transportiraju u cijelo tijelo
(Anadon i sur., 1994; Akhtar i sur., 1996). Ima genotoksi¢ni, citotoksi¢ni i hematotoksi¢ni
u¢inak te uzrokuje razna oboljenja kao $to je ireverzibina aplastitna anemija koja moze
dovesti do leukemije (Dowling, 2006). Razvijene su razne analiticke metode za odredivanje
rezidua kloramfenikola u hrani kao §to su bioloski testovi, plinska kromatografija, teku¢inska

kromatografija, masena spektrometrija i sl. Medutim, svaka od navedenih metoda ima neke
3



nedostatke kao na primjer ogranicenu osjetljivost, nedostatak specifi¢nosti, dugotrajnost (§to
takoder uklju¢uje mnoge korake prije analize) ili zahtijevaju skupe instrumente (Jian-Shu i
sur., 2011; Barreto i sur., 2016). Enzimno-imunoloska metoda ima znac¢ajnu prednost u analizi

rezidua kloramfenikola jer je brza, osjetljiva i jeftina (Jian-Shu i sur., 2011).

2.2. SULFONAMIDI
Sulfonamidi su takoder antimikrobni lijekovi koji djeluju na Gram-pozitivne i Gram-
negativne bakterije. Prema farmakokinetskim svojstvima, sulfonamidi se dijele u sljedece

skupine:

sulfonamidi koji se slabo upijaju iz crijeva (sulfagvanidin, sukcinilsulfatiazol);

sulfonamidi koji se dobro upijaju iz crijeva, brzo prodiru u tkiva i tjelesne tekucine i
brzo se izlu¢uju mokracom (sulfadimidin, sulfafurazol, sulfadiazin, sulfametiazol,
sulfazomidin);

e sulfonamidi koji se dobro upijaju iz crijeva, ali se sporo izlu¢uju mokrac¢om
(sulfametoksazol, sulfafenazol, sulfadimetoksin, sulfametoksipiridazin,
sulfametoksidiazin);

e sulfonamidi vrlo dugog djelovanja (sulfometopirazin, sulfadoksin);

e sulfonamidi za posebnu namjenu poput plinske gangrene i ulceroznoga Kolitisa

(sulfasalazin, marfanil) (Anonymous 1, 2017).

Slika 2. prikazuje opcu strukturnu formulu sulfonamida.

Slika 2. Strukturna formula sulfonamida (NCBI, 2017b)



Sulfonamidi djeluju tako da inhibiraju sintezu nukleinskih kiselina (Seol i sur., 2010). To
su strukturni analozi i kompetitivni antagonisti para-aminobenzojeve kiseline i onemogucuju
njeno koristenje u sintezi folne kiseline (Bilandzi¢ i sur., 2011). Karakterizira ih kratko
djelovanje, biotransformacija u jetri i brzo izlucivanje iz organizma. Negativni ucinci na ljude
ofituju se u poremeéaju urinarnog trakta, reakcijama preosjetljivosti i izazivaju

trombocitopeniju, anemiju i razli¢ite promjene na kozi (Seol i sur., 2010).

2.3. ENZIMNO-IMUNOLOSKA METODA (EIA)

Enzimno-imunoloska metoda je jedna od najées¢e koriStenih imunosnih tehnika za
odredivanje prisutnosti antigena ili antitijela u razli¢itim uzorcima (Ambriovié-Ristov i sur.,
2007). To je najcesce koristena orijentacijska metoda zbog niskih troskova, jednostavnosti,
selektivnosti i visoke osjetljivosti te je moguce odrediti vrlo niske koncentracije analita
(nekoliko ng kg™ ispitivanog uzorka) (Butorac i sur., 2013). Ovom metodom moguéa je brza
obrada velikog broja uzoraka, a primjenjuje se za dokazivanje prisutnosti neke tvari.
Medutim, ne moze se tocno kvantificirati neka tvar na razini znacajnosti, ve¢ se moze
dokazati samo njena prisutnost u uzorku. Za to¢nu kvantifikaciju tvari koriste se potvrdne

kromatografske metode (Pravilnik, 2005).

EIA (engl. competitive enzyme immunoassay) je test koji ukljuCuje analizu pomocu
antitijela kao reagensa. U testu se koriste enzimi povezani s jednim od reaktanata kako bi se
omogucila kvantifikacija kroz razvoj boje nakon dodanog supstrata/kromogena (Crowther,
2009). ELISA metoda se uvrstava u polu-kvantitativnu metodu, $to znaci da daje pribliznu
vrijednost koncentracije analita. Iako se numeri¢ki rezultat ne moZe smatrati U potpunosti
tocnim, moze biti koristan pri odlu¢ivanju o kalibracijskom rasponu za kvantitativni potvrdni

test (European Commission, 2010).

2.3.1. Princip ELISA metode

Kod ELISA metode najcesce se koriste plasti¢ne plo¢e na kojima se nalaze antigeni ili
antitijela, a koji reagiraju sa specifi¢nim antitijelima odnosno antigenima. Specifi¢na antitijela
ili antigeni nalaze se u pripremljenoj otopini uzorka i samo oni reagiraju s antigenima tj.

antitijelima na ploci. Ostale molekule iz otopine uzorka se ispiru. Prisutnost antigena ili



antitijela u uzorku detektira se pomoc¢u sekundarnih antitijela ili antigena obiljezenih
enzimom. Vezani enzimski konjugat uocava se dodatkom bezbojnog supstrata, kojeg enzim
prevodi u obojeni produkt. Rezultati se mogu procijeniti vizualno ili se mogu ocitati pomocu

spektrofotometra (\Voller i sur., 1976).

Zbog boljeg razumijevanja principa ELISA metode u nastavku su navedene definicije
pojmova Kkoji se koriste nadalje u tekstu:

e Adsorpcija je postupak dodavanja antigena ili antitijela, razrijedenog u puferu, koji se
u fazi inkubacije pri¢vr§cuje na ¢vrstu fazu, tj. imobilizira.

e Ispiranje je jedan od klju¢nih elemenata za provedbu uspjeSnog testa, a ukljucuje
praznjenje jazica s otopinom pufera za odvajanje vezanih od nevezanih reagensa.

e Antigen je protein ili ugljikohidrat koji izaziva proizvodnju antitijela u stranom
organizmu. Takva antitijela mogu specificno reagirati s koriStenim antigenom i stoga
se upotrebljavaju za otkrivanje tog antigena.

e Antitijela su uglavnom proteini nastali kao odgovor na podrazaje antigena.

e Specifi¢na antitijela su antitijela proizvedena kada se protein iz jedne vrste injektira u
drugu vrstu, npr. serum zamorca injektiran u zeca izaziva proizvodnju anti-zamorac
antitijela u zecu.

e Enzim je tvar koja pri niskoj koncentraciji moZe reagirati kao Kkatalizator za
promicanje specifi¢ne reakcije. NajeS¢e koriSteni enzimi u ELISA-i su alkalna
fosfataza, peroksidaza iz hrena i B-galaktozidaza.

e Enzimski konjugat je enzim koji je ireverzibilno vezan za protein (obi¢no antitijelo).

e Epitop je dio antigena koji specifi¢no prepoznaje i veze antitijelo.

e Supstrat je kemijski spoj s kojim enzim specifi¢no reagira. Ta reakcija se koristi za
stvaranje signala koji se ocitava kao reakcija boje.

e Proces zaustavljanja je proces u kojem se prekida djelovanje enzima na podlogu, ¢ime
se zaustavljaju bilo kakve daljnje promjene boje.

e Mijerenje boje je postupak kvantificiranja pomocu spektrofotometra na odredenim
valnim duljinama (Crowther, 2009).



2.3.2. Vrste ELISA metode

Razlikujemo tri tipa ELISA metode, a to su direktna, indirektna i sandwich ELISA.
Direktna ELISA (slika 3.) odvija se u nekoliko faza. Prva faza odnosi se na razrjedenje
antigena u puferu. Vazno je da pufer ne sadrzi druge proteine koji bi se mogli, u fazi
inkubacije, natjecati s antigenom za vezanje na plastiénu ¢vrstu podlogu. Nakon inkubacije
slijedi ispiranje kojim se uklanjaju nevezani antigeni. U drugoj fazi dodaju se antitijela
konjugirana s enzimom. Nakon toga slijedi inkubacija u kojoj se antitijela vezu na antigen, te
zatim ispiranje i uklanjanje nevezanih antitijela. Zatim se dodaje supstrat/kromogen i
enzimskom reakcijom dolazi do razvoja boje koja se u zadnjoj fazi zaustavlja dodavanjem

inhibirajuéeg reaktanta. Boja se spektrofotometrijski kvantificira (Crowther, 2009).
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nastao uslijed enzimske reakcije.

Slika 3. Direktna ELISA (Kanwar i Verma, 2007)

Indirektna ELISA (slika 4.) slicna je direktnoj u tome §to je antigen izravno vezan za
¢vrstu podlogu i §to su dodana antitijela. Medutim, dodana primarna antitijela u indirektnoj
ELISA-i nisu obiljeZena enzimom, veé su detektirana sa specifi¢nim antitijelima (Crowther,
2009). Indirektna ELISA upotrebljava se za mjerenje razine specifi¢nih antitijela u uzorcima
koji reagiraju sa specificnim antigenom vezanim na ¢vrstu podlogu. Specificna antitijela vezu
se za antigen, a ostale molekule se ispiru. Na taj kompleks adsorbirana su specifi¢na antitijela
obiljeZzena enzimom. Kompleks se ispire i zatim dodaje enzimski supstrat, te nastaje kona¢ni

produkt u boji (Kanwar i Verma, 2007).
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antitijela obiljeZenih enzimom; 4. Dodatkom supstrata dolazi do enzimske reakcije i nastaje obojeni produkt.

Slika 4. Indirektna ELISA (Kanwar i Verma, 2007)

Sandwich ELISA (slika 5.) se ne koristi ¢esto kao ostali tipovi ELISA metode. Princip
ovog tipa ELISA-e je da kvantificira antigene izmedu dva sloja antitijela, tj. antitijela za
hvatanje i antitijela za detekciju. Antigen koji se mjeri mora sadrzavati najmanje dva
antigenska epitopa sposobna za vezanje na antitijelo. Na povrSini plo¢e nalazi se poznata
koli¢ina antitijela za hvatanje na koje se dodaje uzorak koji sadrzi antigen. S ploCe se ispiru
nevezani antigeni te se dodaju specificna antitijela koja se veZzu za antigene, a zatim i
enzimski vezana sekundarna antitijela. Ispiranjem plocCe uklanjaju se nevezani konjugati
antitijela i enzima. Dodavanjem supstrat/kromogena dolazi do obojenja koje se
spektrofotometrijski kvantificira (Gan i Patel, 2013).
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antitijela za detekciju; 4. Dodatkom supstrata dolazi do enzimske reakcije i nastaje obojeni produkt.

Slika 5. Sandwich ELISA (Kanwar i Verma, 2007)

Svi imunotestovi oslanjaju se na oznacene antigene, antitijela ili sekundarne reagense za

detekciju. Tri su ¢imbenika koja utjecu na osjetljivost ispitivanja oznacenih antitijela, a to su:
- koli¢ina antigena vezanih za ¢vrstu podlogu;
- afinitet obiljeZenih dijelova koji se koriste za oznaCavanje antitijela;
- vrsta 1 broj oznacenih dijelova koji se koriste za oznaCavanje antitijela.

Antitijela se uglavnom oznacavaju enzimom, a mogu se koristiti razliite vrste enzima za
oznaCavanje antitijela ili antigena (kao na primjer hren peroksidaza ili alkalna fosfataza)
(Kanwar i Verma, 2007).

Antitijela su imunoglobulini koji specificno reagiraju s antigenom koji stimulira njihovu
proizvodnju. Nastaju u zivotinji kao odgovor na jedan kompleksi antigen. Takva antitijela su
heterogena jer su formirana od strane razli¢itih klonova stanice, a nazivaju se poliklonalna
antitijela. Imunoglobini koji nastaju iz jednog klona stanica su homogeni i nazivaju se

monoklonalna antitijela (Detrick, 2013). Monoklonalna antitijela koristena su i u ovom radu.



24. VALIDACIIA

Prema definiciji Europske komisije, validacija je ,,potvrdivanje, pomocu ispitivanja i
pribavljanja stvarnih dokaza, da su ispunjeni posebni zahtjevi u pogledu specificne

predvidene primjene® (Odluka Komisije 2002/657/EZ).

Validacijom se omogucuju toc¢ni i precizni rezultati analiticke metode, a svrha validacije je
dokazivanje da je metoda prikladna za njenu namijenjenu svrhu. Zbog pouzdanosti i to¢nosti
rezultata potrebno je opisati analiticku metodu, a validacija omogucuje prepoznavanje

naj¢esc¢ih problema koji se mogu javiti tijekom njene primjene (Pravilnik, 2005).

Postupak validacije se sastoji od nekoliko koraka, a to su odabir analiticke metode, nacin
uzorkovanja, priprema uzoraka, provodenje eksperimenata i statisticka obrada podataka
(Araujo, 2009). Validacija moze biti unutarlaboratorijska 1 medulaboratorijska.
Unutarlaboratorijska validacija se provodi unutar jednog laboratorija, dok se
medulaboratorijska validacija provodi u dva ili viSe laboratorija prema prethodno odredenim
uvjetima za testiranje istog uzorka kako bi se odredila u¢inkovitost testiranja. Validiraju se
metode koje mogu biti orijentacijske i potvrdne analiticke metode (Odluka Komisije
2002/657/EZ).

2.4.1. Orijentacijske metode

Orijentacijske metode se primjenjuju za otkrivanje prisutnosti neke tvari na razini
znaCajnosti. Imaju sposobnost obrade velikog broja uzoraka, a cilj im je otkrivanje
potencijalnih pozitivnih rezultata na rezidue. Posebno su osmisljene kako bi se izbjegli lazno
negativni rezultati. Postotak lazno negativnih rezultata mora biti manji od 5 %. Orijentacijske
metode mogu biti kvalitativne, polu-kvantitativne i kvantitativne (Odluka Komisije
2002/657/EZ).

Kvalitativne metode su analiticke metode pomocu kojih se moze identificirati tvar na
temelju kemijskih, fizikalnih i bioloskih znacajki. One daju podatke o prisutnosti nekog

analita, bez njegove kvantifikacije.

Polu-kvantitativne metode daju pribliznu vrijednost koncentracije odredenog analita. U

nastavku su navedeni primjeri gdje se koriste polu-kvantitativne metode:
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e testovi inhibicije rasta mikroorganizama gdje se nastoji povezati veli¢ina inhibicijske
zone s pretpostavljenom koncentracijom analita;

e biokemijska ispitivanja koja ukljucuju kalibracijsku krivulju (ELISA metoda, ali samo
ako je test specifican za jedan analit);

e kromatografska ispitivanja malog raspona;

o fizikalno-kemijski testovi (HPLC, LC-MS/MS itd.).

Kvantitativne metode su analiticke metode pomocu koji se odreduje koli¢ina ili maseni
udio analita tako da se moze kvantificirati, odnosno iskazati kao brojcana vrijednost. Ove
metode udovoljavaju istim kriterijima za to¢nost i preciznost, kao i potvrdni testovi. Kada se
metoda koristi u orijentacijsku svrhu, posebni zahtjevi koji se odnose na identifikaciju, nisu

nuzno potrebni (European Commission, 2010).

2.4.2. Potvrdne metode

Potvrdne metode daju potpune podatke na temelju kojih se moze identificirati i
kvantificirati odredena tvar na razini znacajnosti. Mogu se podijeliti na potvrdne metode za
organske rezidue i kontaminante i potvrdne metode za kemijske elemente. Potvrdne metode
za organske rezidue i kontaminante daju podatke o kemijskoj strukturi analita, dok potvrdne
metode za kemijske elemente daju toCnu i preciznu kvantifikaciju i identifikaciju na temelju
fizikalno-kemijskih znacajki koje su jedinstvene za odredeni element (Odluka Komisije
2002/657/EZ).

2.4.3. Parametri validacije

Parametri koji moraju biti zadovoljeni u svrhu dokazivanja prikladnosti metode definiraju
se prilikom validacije metode. Postupak validacije metode usko je povezan uz razvoj metode
(Eurachem Working Group, 2014).

Osnovni validacijski parametri koji se odreduju za analiticke metode razlikuju se s

obzirom na autora. Prema Shah i sur. (2000) to su:

e specifi¢nost/selektivnost,
e linearnost,

11



e to¢nost,
e preciznost i ponovljivost,
e granice detekcije i kvantifikacije,

e robusnost.

U nastavku su opisani parametri validacije koji su se provodili u radu.

2.4.3.1. Selektivnost/specificnost

Selektivnost/specificnost je vazan parametar u analitickim metodama jer se time dokazuje
sposobnost razlu¢ivanja izmedu analita 1 njima srodnih tvari (na primjer komponente
matriksa, metaboliti, produkti degradacije i sl.). Dakle, metodom se mora u eksperimentalnim
uvjetima moci razlikovati analit od drugih tvari. Pri odredivanju selektivnosti/specifi¢nosti
odabiru se tvari koje bi mogle izazvati interferencije i analiziraju se slijepi uzorci kako bi se
otkrilo postojanje mogucih interferencija i procijenio njihov ucinak. Slijepi uzorci moraju se
obogatiti do odgovaraju¢e koncentracije tvarima koje bi mogle ometati identifikaciju ili
kvantifikaciju analita, a broj slijepih uzoraka mora biti minimalno 20 (Odluka Komisije
2002/657/EZ).

2.4.3.2. Sposobnost detekcije

Sposobnost detekcije (CCP) je najmanji udio tvari koji je moguce detektirati, identificirati
ili kvantificirati u uzorku, uz vjerojatnost B pogreske. B pogreska je vjerojatnost da je ispitani
uzorak stvarno pozitivan, iako su dobiveni negativni mjerni rezultati (lazno negativan
rezultat). U slu€aju tvari za koje nije utvrdena dozvoljena granica, sposobnost detekcije je
najniza koncentracija na kojoj se metodom moze, sa statistickom sigurnoséu od 1 — B,
detektirati stvarno kontaminirane uzorke. U slucaju tvari za koje je utvrdena dozvoljena
granica, sposobnost detekcije je koncentracija na kojoj se metodom mogu, sa statistiCkom
sigurno$¢u od 1 — B, detektirati koncentracije na dozvoljenoj granici (Odluka Komisije
2002/657/EZ).
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2.4.3.3. Iskoristenje

Iskoristenje predstavlja postotak stvarne koncentracije tvari izdvojene tijekom analitickog
postupka. Tijekom analize uzoraka iskoriStenje se odreduje za svaku seriju uzoraka. Ako ne
postoji potvrdni referentni materijal, iskoriStenje se mora odrediti uporabom obogacenog
matriksa. Uzorci se podijele u tri skupine uz provedbu najmanje Sest mjerenja pa se svakoj
skupini dodaju analiti u koli¢ini koja je 1, 1,5 i 2 puta veca od najmanje zahtijevane granice
ucinkovitosti izvedbe metode (MRPL), odnosno koja je 0,5, 1 i 1,5 puta veca od dopustene

koli¢ine (MRL) (Odluka Komisije 2002/657/EZ).

2.4.3.4. Ponovljivost i preciznost

Ponovljivost je preciznost u uvjetima ponovljivosti, odnosno uvjetima pod kojima isti
analiticar, koriste¢i istu opremu u istom laboratoriju, dobije nezavisne rezultate ispitivanja
primjenjujuci istu metodu na istovjetnim ispitivanim uzorcima. Za odredivanje ponovljivosti

koristi se isti princip analize uzoraka kao za iskoristenje (Pravilnik, 2005).

Unutarlaboratorijska obnovljivost je preciznost dobivena u istom laboratoriju pod
unaprijed odredenim uvjetima (npr. metoda, materijal koji se ispituje, analitiCari, okoli§) u
definiranim vremenskim razmacima. Uzorci se podijele u tri skupine s najmanje $est mjerenja
pa se svakoj skupini dodaju analiti u koli¢ini koja je 1, 1,5 i 2 puta ve¢a od najmanje
zahtijevane granice uc¢inkovitosti izvedbe metode, odnosno koja je 0,5, 1 i 1,5 puta veéa od
dopustene koli¢ine. U analizi uzoraka koraci se ponavljaju najmanje dva puta, s razli¢itim
analitiCarima i u razli¢itim uvjetima okoliSa (npr. razliite serije reagensa, otapala, razli¢ite

sobne temperature, razli¢iti instrumenti) (Odluka Komisije 2002/657/EZ).

2.4.35. Granica odlucivanja

Granica odluc¢ivanja (CCa) je granica na kojoj i iznad koje se moze zakljuditi, uz
vjerojatnost o pogreske, da je uzorak pozitivan. a pogreska je vjerojatnost da je ispitani
uzorak negativan, iako su dobiveni pozitivni mjerni rezultati (lazno pozitivan rezultat). U
sluaju tvari za koje nije utvrdena dozvoljena granica, CCa se moze utvrditi uz pomo¢
kalibracijske krivulje. Analizira se slijepi uzorak koji se obogacuje na razinu najmanje

zahtijevane granice ucinkovitosti ili iznad nje. Rezultati se prikazuju graficki. Granica
13



odluc¢ivanja jednaka je pripadajucoj koncentraciji u tocki sjecista s ordinatom y plus 2,33 puta
standardna devijacija unutarlaboratorijske obnovljivosti. Ovaj nacin izracuna je primjenljiv
jedino za kvantitativna ispitivanja. Za kvantitativna i kvalitativna ispitivanja CCa se moze
utvrditi analizom najmanje 20 slijepih uzoraka po matriksu, kako bi izra¢unali omjer signal-
Sum u kojemu se o¢ekuje analit. Kao granica odlu¢ivanja uzima se trostruka vrijednost omjera
signal-sum. U sluéaju tvari za koje je utvrdena dozvoljena granica, CCa se moze utvrditi
pomocu kalibracijske krivulje koja se od gore navedene razlikuje u tome Sto se u ovom
slucaju slijepi uzorak obogacuje oko dozvoljene granice, a granica odlucivanja jednaka je
koncentraciji na dozvoljenoj granici plus 1,64 puta standardna devijacija unutarlaboratorijske
obnovljivosti (o = 5 %). Osim toga, moZe se utvrditi analizom najmanje 20 slijepih uzoraka
po matriksu, obogacenih jednim ili viSe analita na razinu dozvoljene granice, a CCa je
jednaka koncentraciji na dozvoljenoj granici plus 1,64 puta odgovarajuca standardna
devijacija (o = 5 %) (Odluka Komisije 2002/657/EZ).

2.4.3.6. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije (engl. limit of detection, LOD) je najniza koncentracija analita koji se
moze detektirati, ali ne nuzno i kvantificirati. Granica kvantifikacije (engl. limit of
quantification, LOQ) je najniza koncentracija analita koja se moZe odrediti uz prihvatljivu

preciznost, tj. kvantificirati (Eurachem Working Group, 2014).

2.4.3.7. Robusnost

Robusnost je osjetljivost analiticke metode na promjene uvjeta ispitivanja u odnosu na
razli¢itost vrste uzoraka, analita, uvjete pohrane, uvjete okolisa ili uvjete pripreme uzoraka
pod kojima se metoda moZe primjenjivati onakva kakva jest ili uz utvrdene manje izmjene.
Treba ukazati na sve uvjete ispitivanja koji bi u praksi mogli biti podlozni promjenama, a
mogu utjecati na rezultat analize (npr. stabilnost reagensa, sastav uzorka, pH, temperatura)
(Pravilnik, 2005).
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2.4.4. Sadrzaj validacijskog protokola

Svrha dokumentacije validacijskog protokola je pruzanje informacija o parametrima koji

se ispituju, izvodenju eksperimenta i rezultatima. Najcesce validacijski protokol ukljucuje:

e Detalje 0 analitickoj metodi koja se validira;

o Validacijske parametre koji se provode u metodi;

e Detalje o provedbi eksperimenta;

e Detalje o izracunu rezultata;

o Kiriterije prihvatljivosti koji se primjenjuju na rezultate;

e Detalje o referentnim materijalima koji se koriste u validaciji;

e Detalje o materijalima, opremi i uredajima koji se koriste (McPolin, 2009).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Kemikalije za analizu sulfonamida

- sulfametazin, Sigma

- sulfamerazin, Sigma

- sulfisoksazol, Sigma

- sulfadiazin, Sigma

- sulfakloropiridazin, Sigma

- etil acetat, Merck

- izooktan, Merck

- triklormetan, Merck

- metanol, Merck

- destilirana voda, Merck

- fosfatni pufer pH 7,4

- natrij hidrogenfosfat, Kemika

- kalij dihidrogenfosfat, Merck

- natrij klorid, Kemika

- kit za odredivanje sulfonamida (EIA kit, Euro-Proxima) koji sadrzi:
- mikrotitarsku ploCicu od 96 jazica
- pufer za razrjedivanje
- pufer za ispiranje
- otopina supstrata
- stop otopina
- otopina enzim-konjugata
- liofilizirano antitijelo
- otopine standarda (0,125; 0,25; 0,5; 0,8; 2,5; 5,0 ng mL™)
- nulti standard (0 ng mL™)
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Kemikalije za analizu kloramfenikola

- metanol, Merck

- etil acetat, Merck

- izooktan, Merck

- triklormetan, Merck

- n-heksan, Merck

- octena kiselina, 1 mol L™

- kit za odredivanje kloramfenikola (EIA kit, Euro-Proxima) koji sadrzi:

- mikrotitarska ploc¢ica od 96 jaZica

- standardna otopina kloramfenikola (100 ppb)
- liofiliziran enzimski konjugat

- liofilizirano antitijelo

- supstrat/kromogen

- stop otopina

- pufer za ispiranje

- pufer za rekonstrukciju konjugata i antitijela

3.1.2. Uredaji 1 oprema

- tehnicka vaga (+ 0,001 g), Kern

- digestor

- zaStitne rukavice

- automatske pipete, Eppendorf

- automatske multikanalne pipete, Eppendorf
- centrifuga, Hettich

- vakuum upariva¢, Organomation Associates Inc.
- vodena kupelj

- laboratorijsko posude

- vorteks, Ika

- homogenizator, Ika

- hladnjak

17



3.1.3. Uzorci

Uzoreci koji su se koristili u analizi sulfonamida su:
- budola

- zimska salama

- mesni dorucak

- pasteta

Koristeni uzorci u analizi kloramfenikola:
- dimljena Sunka
- zimska salama
- mesni dorucak

- paSteta

3.2. METODE RADA

3.2.1. Metoda za odredivanje sulfonamida
3.2.1.1. Princip metode odredivanja sulfonamida

Kit za odredivanje sulfonamida EIA metodom opremljen je mikrotitarskom plo¢icom koja
je presvucena antitijelima zeca (IgG misa). Na presvucene jazice dodaju se specificna
antitijela (monoklonalni anti-sulfonamidi misa), sulfonamidi oznaceni peroksidazom hrena
(enzimski konjugat) te standardne otopine sulfametazina i uzorci sulfonamida. Imobilizirana
zeCja antitijela vezu specificna misja antitijela (anti-sulfonamid), a u isto vrijeme se dodani
sulfonamidi (prisutni u standardima i uzorcima) i enzimom oznaceni sulfonamidi natje¢u za
specificna mjesta vezanja. Nakon 1 h inkubacije ispiranjem se uklanjaju nevezani reagensi.
Koli¢ina vezanog enzimskog konjugata uocava se dodatkom supstrata (kromogen, TMB),
kojeg enzim prevodi u obojeni produkt. Reakcija sa supstratom se zaustavlja dodatkom
sumporne Kiseline. Intenzitet obojenosti mjeri se fotometrijski pri 450 nm i obrnuto je
proporcionalan koncentraciji sulfonamida u otopini standarda ili otopini uzorka (HVI, 2006).
U ovom radu analizirana je skupina sulfonamida koji ukljucuju: sulfametazin, sulfamerazin,

sulfisoksazol, sulfadiazin i sulfakloropiridazin.
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3.2.1.2. Priprema fosfatnog pufera

Za pripremu PBS pufera potrebno je 0,77 g natrij hidrogenfosfata, 0,18 g Kkalij
dihidrogenfosfata i 8,94 g natrij klorida. Navedene kemikalije otope se u 1000 mL destilirane
vode, a zatim se pH podesi na 7,4.

3.2.1.3. Procis¢avanje uzoraka

Odvaze se 1 g homogeniziranog uzorka (budola, zimska, mesni dorucak, paSteta) u
plasti¢nu epruvetu. U uzorke se doda 5 mL etil acetata nakon ¢ega se 30 minuta vorteksira, a
zatim centrifugira 10 minuta na 2000 x g pri 21 °C. Nakon centrifugiranja se pipetira 1 mL
supernatanta u ¢istu epruvetu i stavi na uparavanje do suhog u blagoj struji dusika pri 50 °C.
Ostatak nakon uparavanja se otopi u 1 mL fosfatnog pufera. Dobivena otopina se zatim
odmasti u 1 mL izooktan/triklormetana (2:3; v:v), lagano vorteksira i centrifugira 5 minuta na
2000 x g pri 21 °C. Nakon centrifugiranja pipetira se 100 uL supernatanta u ¢istu epruvetu te

se doda 300 uL fosfatnog pufera. U jaZice se pipetira 50 uL. dobivene otopine.

3.2.1.4. Priprema slijepe probe

Za slijepu probu u svakoj analizi koriSteni su uzorci matriksa kojima su u prijaSnjim

analizama utvrdene koncentracije sulfonamida oko odredene granice detekcije.

3.2.15. Priprema standardnih otopina

Otopine radnih standarda napravljene su razrjedenjem otopine medustandarda
koncentracije 1000 ug mL™ uz metanol kao otapalo. Koncentracije otopina radnih standarda

(RS) prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Koncentracije radnih standarda (RS)

RSl RSZ
50 pgmL™" 5pugmL™

Otopina medustandarda ¢uva se pri -20 °C, a radni standardi pri +2 do +8 °C,
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3.2.1.6. Priprema uzorka s dodatkom standarda

U svakoj analizi potrebno je izvesti provjeru iskoriStenja. Za postupak obogacdivanja

uzorka na razini 100 pg kg™, koristeno je 20 uL otopine radnog standarda RSs.

3.2.1.7. Postupak odredivanja sulfonamida

U pojedinacne jazice se doda 100 uL nultog standarda koji predstavlja slijepi reagens, 50
uL nultog standarda koji sluzi kao standard s maksimalnom apsorbancijom, 50 pL standarda
iz kit-a (0,125; 0,25; 0,5; 0,8; 2,5; 5 ng mL™) te 50 pL otopine uzoraka, svakog u dvije
paralele. Zatim se u svaku jazicu (osim jazica sa 100 uL nultog standarda) doda 25 pL
razrijedenog enzim-konjugata i razrijedene otopine antitijela. Jazice se prekriju, ploca protrese
nekoliko sekundi i zatim inkubira u tami pri 4 °C tijekom 1 sata. Nakon inkubacije ukloni se
tekucina iz jazica te ispere s puferom za ispiranje 3 puta po 300 pL. U svaku jaZicu pipetira Se
100 pL supstrata/kromogena te inkubira 30 minuta u tami na sobnoj temperaturi (20 do 25
°C). Nakon inkubacije doda se 100 pL stop otopine i zatim se oc¢itava apsorbancija pri 450 nm
na ELISA uredaju.

Izracun koncentracija sulfonamida provodi se u nekoliko koraka. Srednja vrijednost (SV)
apsorbancije nultog standarda (dodanog u koli¢ini od 100 pL) oduzima se od apsorbancije
standarda i uzoraka. Srednja vrijednost apsorbancije standarda i uzoraka dijeli se sa srednjom

vrijednosti nultog standarda (dodanog u koli¢ini od 50 pL) te pomnozi sa 100.

Srednja vrijednost apsorbancije (SV) nultog standarda koji predstavlja slijepi reagens
oduzima se od apsorbancije standarda i uzoraka. Dobivena vrijednost dijeli se sa srednjom
vrijednosti nultog standarda koji ima maksimalnu apsorbanciju te mnozena sa 100 daje

postotak maksimalne apsorbancije u uzorku odnosno standardu.

3.2.1.8. Izrada kalibracijskog pravca za sulfonamide

IzraCunate vrijednosti postotka maksimalne apsorbancije za standarde nanijete su na
koordinatu y, a koncentracija sulfonamida (ng mL™) na logaritamsku koordinatu x.
Kalibracijska krivulja treba biti linearna u podrugju 0,125 do 5,000 ng mL™. Koli¢ina

sulfonamida u uzorcima izraZena je kao ekvivalent sulfonamida. Za izracun stvarne koli¢ine
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sulfonamida (ug kg™) potrebno je pomnoziti vrijednosti dobivene iz kalibracijskog pravca s
faktorom razrjedenja koji iznosi 20. Za kalibraciju se koriste gotovi standardi iz Kita
koncentracija od 0,125 do 5 ng mL™. Kriterij prihvatljivosti za linearnost metode za
odredivanje sulfonamida je koeficijent determinacije (R%) > 0,8. U svakoj analizi izraden je
novi kalibracijski pravac, a na slici 6. je jedan od primjera na kojemu je vidljivo da je
koeficijent determinacije 0,9209. % B max ozna¢ava postotak maksimalne apsorbancije.
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Slika 6. Kalibracijski pravac za sulfonamide

3.2.2. Metoda za odredivanje kloramfenikola
3.2.2.1. Princip metode odredivanja kloramfenikola

Kit za odredivanje kloramfenikola ELISA metodom opremljen je mikrotitarskom
ploCicom koja je presvucena ov¢jim antitijelima (IgG zeca). Navedenim postupkom se na
presvucene jazice dodaju specificna antitijela (anti-CAP zeca), kloramfenikol obiljezen
enzimom te standardi i uzorci kloramfenikola. Imobilizirana antitijela specifi¢na za antitijela
zeca (anti-CAP) iste vezu, a u to vrijeme se dodani kloramfenikol (prisutni u standardima i

uzorcima) i enzimom oznaceni kloramfenikol natjecu za specificna mjesta vezanja (EIA).

Nakon 1 h inkubacije ispiranjem se uklanjaju nevezani reagensi. Koli¢ina vezanog
enzimskog konjugata uocava se dodatkom supstrata (kromogen, TMB), kojeg enzim prevodi
u obojeni produkt. Reakcija sa supstratom se zaustavlja dodatkom sumporne Kkiseline.
Intenzitet obojenosti mjeri se fotometrijski pri 450 nm i obrnuto je proporcionalan

koncentraciji kloramfenikola u otopini standarda ili otopini uzorka (HVI, 2007).
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3.2.2.2. Procis¢avanje uzorka

Odvaze se 3 g homogeniziranog uzorka (dimljena Sunka, zimska, mesni dorucak, pasteta)
u plasti¢nu epruvetu. Uzorku se doda 6 mL etil acetata nakon ¢ega se 10 minuta vorteksira, a
zatim centrifugira 10 minuta na 2000 x g pri 21 °C. Nakon centrifugiranja se pipetira 4 mL

supernatanta u ¢istu epruvetu i stavlja na uparavanje do suhog u blagoj struji dusika pri 50 °C.

Masni ostaci se nakon uparavanja otapaju u 1 mL mjeSavine izooktan/kloroforma (2:3;
V:V) te se doda 1 mL pufera za razrjedivanje nakon ¢ega se vorteksira 1 minutu. Takvi uzorci
stave se u vodenu kupelj 5 minuta pri 80 °C i potom centrifugiraju 10 minuta na 2000 x g pri

21 °C. Nakon centrifugiranja se 50 uL supernatanta pipetira u jaZice.

3.2.2.3. Priprema standardnih otopina

Otopine radnih standarda napravljene su razrjedenjem otopine medustandarda
koncentracije 1000 png mL™ uz metanol kao otapalo. Koncentracije otopina radnih standarda

prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Koncentracije radnih standarda (RS)

RS, RS, RS; RS, RSs
10 pg mL™ 1ugmL™ 0,1 ugmL™ 0,03 pg mL™ 0,01 pg mL™

Otopina medustandarda se ¢uva pri -18 °C, a otopine radnih standarda pri +2 do +8 °C.

3.2.2.4. Priprema slijepe probe

Za slijepu probu u svakoj analizi koriste se uzorci matriksa kojima su u prijasnjim

analizama utvrdene koncentracije kloramfenikola ispod 0,05 pg kg™ ili niZe.

3.2.2.5. Priprema uzorka s dodatkom standarda

U svakoj analizi potrebno je izvesti provjeru iskoriStenja. Za postupak obogacivanja

uzorka na razinu 0,3 pg kg™, koristeno je 90 uL otopine radnog standarda RSs.
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3.2.2.6. Postupak odredivanja kloramfenikola

U pojedinacne jazice se doda 100 uL nultog standarda koji predstavlja slijepi reagens, 50
uL nultog standarda koji sluzi kao standard s maksimalnom apsorbancijom, 50 pL
pripremljenih standarda za kalibraciju (0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 2 ng mL™) te 50 pL otopine
uzoraka, svakog u dvije paralele. Zatim se u svaku jazicu (osim jazica sa 100 uL nultog
standarda) doda 25 pL razrijedenog enzim-konjugata i razrijedene otopine antitijela. Jazice se
prekriju, plo¢a protrese nekoliko sekundi i zatim inkubira u tami pri 4 °C tijekom 1 sata.
Nakon inkubacije ukloni se tekucina iz jazica te ispere s puferom za ispiranje 3 puta. U svaku
jazicu pipetira se 100 pL supstrata/kromogena te inkubira 30 minuta u tami na sobnoj
temperaturi (20 do 25 °C). Nakon inkubacije doda se 100 uL stop otopine i zatim se o¢itava
apsorbancija pri 450 nm na ELISA uredaju. Na slikama 7. i 8. prikazan je razvoj boje nakon
dodanog supstrata/kromogena. Slika 7. je prikaz ploce prije dodavanja supstrata koji sluzi za
razvoj boje. Na slici 8. prikazana je mikotitarska plocica s uzorcima nakon dodavanja

supstrat/kromogena i prije oCitanja apsorbancije.

Slika 7. Ploc¢a s uzorcima prije dodavanja supstrat/kromogena
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Slika 8. Ploc¢a s uzorcima nakon dodanog supstrat/kromogena i razvoja boje

Izracun koncentracija kloramfenikola provodi se u nekoliko koraka. Srednja vrijednost

apsorbancije nultog standarda (dodanog u koli¢ini od 100 pL) oduzima se od apsorbancije

standarda i uzoraka. Srednja vrijednost apsorbancije standarda i uzoraka dijeli se sa srednjom

vrijednosti nultog standarda (dodanog u koli¢ini od 50 uL) te pomnozi sa 100.

Srednja vrijednost apsorbancije (SV) nultog standarda koji predstavlja slijepi reagens

oduzima se od apsorbancije standarda i uzoraka. Dobivena vrijednost dijeli se sa srednjom

vrijednosti nultog standarda koji ima maksimalnu apsorbanciju te mnoZena sa 100 daje

postotak maksimalne apsorbancije u uzorku odnosno standardu.

3.2.2.7.

Izrada kalibracijskog pravca za kloramfenikol

Pri izradi kalibracijske krivulje pripremljene su kalibracijske otopine (K) kloramfenikola

na 6 razina, a njihove koncentracije su prikazane u tablici 3.

Tablica 3. Koncentracije kalibracijskih otopina (K)

Ko Kl Kz K3 K4 K5 KG
0 2 0,5 0,2 0,1 0,05 0,025
ng mL™* ng mL™* ng mL™* ng mL™* ng mL™* ng mL™* ng mL*
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IzraCunate vrijednosti postotka maksimalne apsorbancije za standarde nanijete su na
koordinatu y, a koncentracija kloramfenikola (ng mL™) na logaritamsku koordinatu Xx.
Kalibracijska krivulja treba biti linearna u podrugju 0,025 do 2 ng mL™. Za izratun stvarne
koligine kloramfenikola (ug kg™) potrebno je pomnoZiti vrijednosti dobivene iz kalibracijske
krivulje s faktorom razrjedenja koji iznosti 0,5. Kriterij prihvatljivosti za linearnost metode za
odredivanje kloramfenikola je R? > 0,95. U svakoj analizi izraden je novi kalibracijski pravac,
a naslici 9. je jedan od primjera na kojemu je vidljivo da je koeficijent determinacije 0,9897.

% B max oznacava postotak maksimalne apsorbancije.

t‘ 120
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ﬁ 2 =
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Slika 9. Kalibracijski pravac za kloramfenikol

3.2.3. Validacija

Postupak validacije metoda proveden je prema dokumentu ,.Upravljanje i planiranje
validacije EIA metoda“ (HVI, 2014) te prema planu validacije (HVI, 2002). Odredeni su
sljede¢i parametri validacije: selektivnost/specificnost, sposobnost detekcije CCB,
iskoriStenje, ponovljivost i preciznost granica detekcije i granica kvantifikacije za obje

metode te robusnost za metodu za odredivanje kloramfenikola.

Provedena je validacija metode za raspon koncentracija sulfonamida 0,125 do 5 ng mL™ i
kloramfenikola 0,025 do 2 ng mL™.
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3.2.3.1. Selektivnost/specificnost

U svrhu utvrdivanja selektivnosti/specifiénosti U metodi odredivanja sulfonamida
analizirano je 25 uzoraka bez obogacenja i 20 uzoraka s obogacenjem na razini 50 ppb, tj. 50
ng kg™, U metodi odredivanja kloramfenikola analizirano je 20 uzoraka bez obogaéenja i 20
uzoraka s obogaéenjem na razini 0,3 ppb, tj. 0,3 pg kg’. U metodama se odredivalo

iskoristenje, CCa 1 CCP pomocu kojih je dokazana selektivnost/specifi¢nost.

3.2.3.2. Sposobnost detekcije

Sposobnost detekcije metode (CCP) je jednaka koncentraciji obogacéenih uzoraka pri kojoj
se dobiva manje od 5 % lazno negativnih rezultata, tj. manje od 1 laZzno negativan rezultat od

ukupno 20 analiziranih uzoraka. CCa se odreduje pomocu jednadzbe:
CCa=¢+k [1]
gdje je ¢ srednja vrijednost koncentracija slijepe probe, a k je konstanta koja iznosi 3.
Sposobnost detekcije izracunata je prema jednadzbi:
CCB =CCa + 1,64 = SD [2]

gdje je SD standardna devijacija obogacenih uzoraka.

3.2.3.3. Iskoristenje

Odredivanje iskoriStenja provedeno je na obogaenim uzorcima. Kod metode za
odredivanje sulfonamida uzorak je obogacivan na razinu najveé¢e dopustene koncentracije
(MRL), a kod metode za odredivanje kloramfenikola uzorak se obogacivao na razinu
najmanje zahtijevane granice ucinkovitosti izvedbe metode (MRPL). Ukupno iskoriStenje
rauna se pomocu jednadzbe iz Pravilnika o provodenju analitickih metoda i tumacenju

rezultata (Pravilnik, 2005):

.y . j i diox
Iskorlsten]e (%) — Izmjereni diox100 [3]

razina obogacenja

Potom je izraCunata srednja vrijednost iskoriStenja i koeficijent varijacije (CV). Ukupno

iskoriStenje za sulfonamide ispitano je na Cetiri koncentracijske razine. Na koncentracijama
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od 50, 100 i 150 ppb provedena su tri ponavljanja serije po minimalno 7 mjerenja te na 125
ppb jedno ponavljanje i 12 mjerenja. Ukupno iskoriStenje za kloramfenikol je ispitano na tri
koncentracijska nivoa — 0,3, 0,45 i 0,6 ppb u Ccetiri ponavljanja serije po minimalno 8

mjerenja.

3.2.34. Ponovljivost i preciznost

Dokazivanje ponovljivosti i preciznosti u odredivanju sulfonamida provedeno je na Cetiri
razine obogacenja uzoraka — 50 ppb, 100 ppb i 150 ppb u minimalno 6 ponavljanja te 125 ppb
u 12 ponavljanja. U metodi odredivanja kloramfenikola dokazivanje ponovljivosti 1
preciznosti provedeno je na tri razine obogacenja uzoraka — 0,3 ppb, 0,45 ppb i 0,6 ppb u
minimalno 8§ ponavljanja. Ispitivanje je izvrSeno od strane 3 analiti¢ara. Pomoc¢u dobivenih
rezultata izraCunata je granica ponovljivosti prema jednadzbi:

r=t*2*SD [4]

gdje je t varijabla zavisna o razini pouzdanosti i eksperimentanog broja stupnjeva slobode.
Vrijednost t se ocitava iz tablice Studentove distribucije. Studentova t distribucija se koristi
kao pokazatelj statistickog znacaja razlike dviju srednjih vrijednosti od dvaju promatranih
uzoraka (Forbes i sur., 2011). SD oznacava standardnu devijaciju. Koeficijent varijacije za
ponovljene analize obogacenih uzoraka, u uvjetima obnovljivosti, ne smije biti veci od razine

izracunate Horwitzovom jednadzbom koja glasi:
CcV = 21—0,5 logC [5]

gdje je C maseni udio izraZzen kao eksponent s bazom 10.

3.2.35. Granica detekcije i granica kvantifikacije
Granica detekcije (LOD) izracunata je prema jednadzbi:
LOD = ¢+ 3 * SD [6]
Granica kvantifikacije (LOQ) izracunata je prema formuli:
LOQ = ¢+ 10 *SD [7]
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gdje je ¢ srednja vrijednost koncentracija slijepih proba, a SD oznac¢ava standardnu devijaciju
koncentracije slijepih proba. Za izracun LOD i LOQ analizirali su se slijepi uzorci u 20

ponavljanja u obje metode.

3.2.3.6. Robusnost

Prije samog ispitivanja robusnosti metode izvrSen je odabir ¢imbenika koji sudjeluju u
pripremnoj obradi, proc¢iS¢avanju 1 analizi uzoraka, a koji bi mogli utjecati na rezultate
mjerenja. Odabrano je 7 ¢imbenika promjene (tablica 4.) ¢iji je utjecaj ispitan u 8 kombinacija
¢imbenika koje sadrze odabrane skupine (A-G). Te kombinacije su sljedece: ABCDEFG,

ABcDefg, AbCdEfg, AbcdeFG,aBCdeFg, aBcdEFG, abCDefG, abcDEFg.

Tablica 4. Prikaz ¢imbenika odstupanja

Cimbenici promjene Promjena | Promjena Il Oznaka*
Volumen etil acetata 5,9 mL 6,1 mL Ala
Brzina okretaja centrifuge 1500 g 2500 g B/b
Volumen supernatanta 3,9 mL 4,1 mL Clc
Temperatura uparavanja 45°C 55°C D/d
Mjesavina izooktan/kloroforma 1,9:3,1 (viv) 2,1:2,9 (viv) Ele
Volumen pufera 0,9 mL 1,1mL F/f
Volumen za jazice 49,5 uL 50,5 uL Glg

* veliko slovo u stupcu 1 predstavlja visu razinu, a malo slovo nizu razinu vrijednosti odabranog ¢imbenika

Koristilo se 40 uzoraka obogacenih na MRPL vrijednost koja iznosi 0,3 ppb. Za izraéun
robusnosti potrebna je srednja vrijednost koncentracija gore navedenih kombinacija,
odstupanje (Di) i standardna devijacija odstupanja (SDi). Za izra¢un Di potrebno je usporediti
prosjeke velikih slova s prosjecima njima pripadaju¢ih malih slova. SDi racuna se prema

Youdenovoj jednadzbi:

SDi = /2 * 3(Di%/7) [8]

gdje je SDi standardna devijacija odstupanja, a Di = odstupanje.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

41. VALIDACIJA METODE | ODREDPIVANJE REZIDUA SULFONAMIDA U

UZORCIMA MESNIH PROIZVODA

U ovom radu je provedena validacija metode odredivanja rezidua sulfonamida. U tablici 5.

prikazani su rezultati odredivanja selektivnosti/specificnosti navedene metode.

Tablica 5. Rezultati odredivanja selektivnosti i specifi¢nosti metode za analizu sulfonamida

Maksimalna apsorbancija slijepih proba SV + SD (%) 94,79 +£ 5,06
Koncentracija slijepe probe, SV + SD (ng kg™) 0,80 +0,21
CCa (ng kg) 1,43
Maksimalna apsorbancija obogacenih uzoraka, SV + SD (%) 25,26 + 3,65
Koncentracija obogacenih uzoraka, SV + SD (ug kg™) 33,16 +5,81
CCB (ng kg) 10,96
MRL (ng kg™) 100,00
Razlike maksimalne apsorbancije obogaéenih i slijepih proba (%) 69,53
Koncentracija obogacenja (ng kg™) 50

Selektivnost metode potvrdena je ako se ispitane vrijednosti podudaraju s vrijednostima

kontrolnog uzorka. CCa i CCB moraju biti manji od MRL vrijednosti kako bi rezultati bili

zadovoljavajuéi. Iz tablice 5. je vidljivo da su CCo i CCB manji od 100 pug kg™ stoga se moze

potvrditi selektivnost/specificnost metode.

Slika 10. je graficki prikaz CCP vrijednosti pomoc¢u koncentracije.
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz CCP vrijednosti za sulfonamide

Iz prikaza je moguce zakljuciti da ispitivani obogaceni uzorci ne prelaze najvecu

dopustenu koncentraciju MRL koja iznosi 100 pg kg™

Rezultati odredivanja ukupnog iskoristenja prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Rezultati odredivanja iskoriStenja metode za analizu sulfonamida

Obogacenje (ng kg™) Broj uzoraka Iskoristenje (%) CV (%)
50 7 78,75 15,62
50 8 64,20 18,59
50 10 71,03 16,11
100 12 60,36 11,24
100 10 61,02 17,79
100 20 74,92 21,46
150 8 40,40 17,25
150 7 40,35 7,96
150 10 49,97 21,66
125 12 61,56 13,97
Ukupno iskoriStenje (%) 60,26

Rezultati iskoriStenja prihvatljivi su ako se nalaze unutar dopustene granice odstupanja (-
20 % do + 10 % za sulfonamide). Odstupanje dobivenog prosje¢nog masenog udjela od

potvrdene vrijednosti je unutar zadanih granica.
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Rezultati odredivanja ponovljivosti i preciznosti prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Rezultati odredivanja preciznosti i ponovljivosti metode za analizu sulfonamida

Analiti¢ar Obogacenje Broj SD (%) Granica CV (%)
(ng kg™ uzoraka ponovljivosti

100 20 16,08 47,60 21,24

1 50 8 5,97 19,96 18,59

150 8 10,46 34,97 17,25

100 12 6,78 21,12 11,24

2 50 10 5,72 18,31 16,11

150 7 4,82 16,68 7,96

100 10 10,90 34,87 17,60

50 7 6,15 21,29 15,62

3 150 10 16,16 51,68 21,29

125 12 10,75 33,45 13,80

CV obnovljivosti u uvjetima ponovljivosti (%) 21,24
CV obnovljivosti u uvjetima unutarlaboratorijske ponovljivosti (%) 29,79

Za analize izvedene pod unutarlaboratorijskim uvjetima obnovljivosti, unutarlaboratorijski
CV ne smije biti ve¢i od CV obnovljivosti. Takoder, CV obnovljivosti za kvantitativne
metode kod odredenih masenih udjela analita (100 pg kg™) mora biti nizi od 23 % (Odluka
Komisije 2002/657/EZ). Dobiveni rezultati odredivanja ponovljivosti i preciznosti su

zadovoljavaju¢i i u skladu s navedenim parametrima.

Tablica 8. prikazuje rezultate izracuna granice detekcije i granice kvantifikacije.

Tablica 8. Prikaz rezultata LOD i LOQ za sulfonamide

LOD (ng kg™) LOQ (ng kg™)
0627 2891
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Navedene granice pokazuju najnize vrijednosti za detekciju, odnosno kvantifikaciju

sulfonamida u uzorku.
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4.2. ODREDPIVANJE REZIDUA KLORAMFENIKOLA U UZORCIMA MESNIH
PROIZVODA | VALIDACIJA METODE

Provedena je validacija ELISA metode odredivanja rezidua kloramfenikola.

U tablici 9. prikazani su rezultati odredivanja selektivnosti/specifi¢nosti.

Tablica 9. Rezultati odredivanja selektivnosti i specifi¢nosti metode za analizu kloramfenikola

Maksimalna apsorbancija slijepih proba SV £ SD (%) 166,24 + 26,27
Koncentracija slijepe probe, SV £ SD (ug kg™) 0,00+0,01
CCa pg kg 0,02
Maksimalna apsorbancija obogacenih uzoraka, SV £ SD (%) 53,76 £6,12
Koncentracija obogaéenih uzoraka, SV = SD (ug kg™) 0,22 +£0,06
CCB pg kg™ 0,13
MRPL (ng kg?) 0,30
Razlika maksimalne apsorbance obogacenih i slijepih proba (%) 112,48
Koncentracija obogacenja (ug kg™) 0,3

Slika 11. je grafi¢ki prikaz CCP vrijednosti pomo¢u koncentracije.
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Slika 11. Prikaz CCp vrijednosti kloramfenikola
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Selektivnost metode potvrdena je ako se ispitane vrijednosti podudaraju s vrijednostima
kontrolnog uzorka. CCa i CCP su manji od MRPL te se zakljuCuje da su rezultati
zadovoljavajuéi. Rezultati pokazuju da su CCo i CCP manji od 0,3 pg kg™ te je tako
potvrdena selektivnost/specificnost metode. 1z prikaza se moze zakljuciti da ispitivani

obogaéeni uzorci ne prelaze najveéu dopustenu koncentraciju MRPL koja iznosi 0,3 pg kg™

U tablici 10. prikazano je ukupno iskoriStenje.

Tablica 10. Prikaz rezultata odredivanja iskoriStenja metode za odredivanje kloramfenikola

Obogacenje Broj uzoraka Iskoristenje (%) CV (%)
(ng kg")
0,3 20 70,95 30,41
0,3 8 102,51 20,75
0,3 12 120,66 15,75
0,3 15 62,43 17,711
0,45 8 100,83 11,67
0,45 9 115,90 9,08
0,6 10 107,43 11,62
0,6 10 97,73 9,78
Ukupno iskoriStenje (%) 97,30

Rezultati iskoristenja prihvatljivi su ako se nalaze unutar dopustene granice odstupanja (-
50 % do + 20 % za kloramfenikol). S obzirom na navedeno moze se zakljuciti da je ukupno

iskoriStenje unutar granica prihvatljivosti.

Rezultati odredivanja ponovljivosti i preciznosti prikazani su u tablici 11.
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Tablica 11. Prikaz rezultata validacijskih parametara preciznosti i ponovljivosti

Standardna )
Obogacdenje ) L Granica
Analiti¢ar L Broj uzoraka devijacija o CV (%)
(ng kg™) ponovljivosti
(%)
1 0,3 20 0,06 0,19 29,76
1 0,3 8 0,06 0,21 20,23
1 0,45 8 0,05 0,18 11,47
1 0,6 10 0,06 0,18 12,09
2 0,3 12 0,06 0,18 15,49
2 0,45 9 0,05 0,15 8,98
2 0,6 10 0,07 0,24 11,51
3 0,3 15 0,03 0,10 17,61
CV obnovljivosti u uvjetima ponovljivosti 29,76
CV obnovljivosti u uvjetima unutarlaboratorijske ponovljivosti 30,97

Za analize izvedene pod unutarlaboratorijskim uvjetima obnovljivosti, unutarlaboratorijski
CV ne smije biti ve¢i od CV obnovljivosti. Takoder, CV obnovljivosti za kvantitativne
metode kod masenih udjela analita nizih od 100 pg kg™ Horwitzova jednadzba daje
neprihvatljivo visoke vrijednosti pa za te koncentracije CV mora biti Sto je mogucée nizi
(Odluka Komisije 2002/657/EZ). U tablici 11. je vidljivo da su rezultati ponovljivosti i

preciznosti zadovoljavajuci i u skladu s navedenim parametrima.

Rezultati odredivanja granice detekcije i granice kvantifikacije prikazani su u tablici 12.

Tablica 12. Prikaz rezultata LOD i LOQ

LOD (ug kg™)
0,019

LOQ (ngkg™)
0,068

Te granice pokazuju najnize koncentracije za detekciju i kvantifikaciju kloramfenikola u

uzorku.
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U tablici 13. prikazane su kombinacije i svi potrebni parametri za odredivanje robusnosti.

Tablica 13. Prikaz rezultata odredivanja robusnosti

Srednja vrijednost . Standardna Standardna
Kombinacije koncentracija (ng OdSt(l,J panja devijacija devijacija
kg™) (%) odstupanja (%) | metode (%)
AA 0,305 0,020 0,046 30,63
AB 0,315 0,001
AC 0,294 0,042
AD 0,344 0,058
AE 0,317 0,004
AF 0,333 0,037
AG 0,304 0,022
Aa 0,325
A 0,314
Ac 0,336
Ad 0,286
Ae 0,313

Za izracun robusnosti vrijedi sljedece: ako je standardna devijacija znacajno veca od

standardne devijacije metode izvedene pod unutarlaboratorijskim uvjetima obnovljivosti,

zakljucuje se da svi ¢imbenici zajedno utjecu na rezultat, te da metoda nije dovoljno robusna.

Iz tablice 13. je vidljivo da je standardna devijacija metode ve¢a od standardne devijacije

odstupanja. Usporedbom tih dobivenih vrijednosti moze se zakljuciti da je metoda robusna i

da navedeni ¢imbenici ne utjecu na rezultate.

36



5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je validirati ELISA metode za odredivanje rezidua sulfonamida i
kloramfenikola u mesnim proizvodima. Na temelju rezultata dobivenih u radu moze se

zakljuciti sljedece:

1.Kljuéni validacijski parametri pri validaciji navedenih metoda bili su:
selektivnost/specificnost, preciznost i ponovljivost, iskoristenje, granica detekcije,
granica kvantifikacije i robusnost.

2.Selektivnost/specificnost metode prikazana je pomocu sposobnosti dokazivanja, CCp.
Odredene koncentracije nize su od najviSe dopuStene koncentracije u analizi
sulfonamida i najmanje zahtijevane granice ucinkovitosti izvedbe metode u analizi
kloramfenikola ¢ime se potvrduje selektivnost/specifi¢nost metoda.

3.Sposobnost dokazivanja u metodi za odredivanje sulfonamida iznosila je 10,96 pg kg™,
dok je u metodi za odredivanja kloramfenikola iznosila 0,13 pg kg™

4.Rezultati odredivanja ponovljivosti i preciznosti prikazani su kao koeficijent varijacije u
unutarlaboratorijskim uvjetima ponovljivosti. Dobiveni rezultati su unutar granica
prihvatljivosti.

5.IskoriStenje metode za kloramfenikol iznosilo je 97,30 %, a za sulfonamide 60,26 %.
Iskoristenje za kloramfenikol nalazi se unutar prihvatljivih granica. Za sulfonamide je
iskoriStenje nize od ocekivanog, ali s obzirom na ostale rezultate i parametre validacije,
kao i zbog strukture i nehomogenosti uzoraka te slabije osjetljivosti kita prema
specificnim sulfonamidima (100 % prema sulfametazinu, 108 % prema sulfamerazinu,
99 % prema sulfisoksazolu i samo 68 % prema sulfadiazinu odnosno 64 % prema
sulfakloropiridazinu) taj rezultat se smatra prihvatljivim.

6. Granice detekcije i kvantifikacije u metodi za odredivanje sulfonamida iznosile su 0,627
ng kg™ i 2,891 pg kg™, a u metodi za odredivanje kloramfenikola 0,019 pg kg™ i 0,068
ngkg™.

7.Rezultati odredivanja robusnosti metode za odredivanje kloramfenikola ukazuju da
varijacijom istrazivanih uvjeta ne dolazi do znacajnih promjena i da je metoda robusna.

8.Svi kljuéni validacijski parametri su u skladu s kriterijima odredenim zakonom te se
stoga ELISA metode za utvrdivanje sulfonamida i kloramfenikola u mesnim

proizvodima mogu smatrati prikladnima za namijenjenu svrhu.
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