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1. UVOD



Tijekom posljednjih desetlje¢a europski gradani su postali sve viSe svjesni 0 vaznosti
sigurnosti hrane i procesa proizvodnje hrane zbog mnogobrojnih skandala te izjava nacionalne
vlade. Europska komisija je stoga bila prisiljena stvoriti agencije za sigurnost hrane u mnogim
drzavama clanicama EU, formirati Upravu za zdravstvo i zaStitu potrosaca te Europsku
agenciju za sigurnost hrane (Vandenberge, 2012). U Sjedinjenim Americkim Drzavama,
Uprava za hranu i lijekove (FDA, engl. Food and Drug Administration) je regulatorno tijelo
koje odreduje najvece dopusStene koncentracije za rezidualne ostatke veterinarskih lijekova,
poznatih kao tolerancije. U Europskoj uniji, ekvivalentno regulatorno tijelo je Europska
agencija za lijekove (EMA, engl. European Medicines Agency), koja objavljuje najvece
dopustene koli¢ine rezidualnih ostataka (MRL, engl. Maximum residel limit) odredenih od
strane Odbora za veterinarsko medicinske proizvode (CVMP, engl. Committee for Medicinal
Products for Veterinary Use). Rezidualni ostaci antibiotika mogu imati negativne posljedice
na zdravlje potrosaca kada koncentracija rezidua u prehrambenim proizvodima prelazi
granicu tolerancije ili MRL. Mogu¢i $tetni ucinci na zdravlje mogu ukljucivati alergijske
reakcije, krvne diskrazije, karcinogenost i kardiovaskularnu toksi¢nost.

Sirok raspon veterinarskih antibiotika (VA, engl. veterinary antibiotics) koriste se za
kontrolu bolesti, kao prehrambeni aditivi ili sintetski promotori rasta (SGP, engl. synthetic
growth promoters) unutar razlicitih sektora industrije (stocarstvo, akvakultura i poljoprivreda)
kako bi se poboljsala iskoristivost hrane te poticao rast zivotinja (Fisher i sur., 2011). Veliki
udio apliciranih veterinarskih antibiotika se izluCuje kroz urin, izmet (Ostermanna i sur.,
2013), mlijeko (Arikan i sur., 2009) i jaja (Idowu i sur., 2010) kao ne-metabolizirani ishodi$ni
spojevi, ili se akumuliraju u visokim koncentracijama u razli¢itim tkivima (Kwon i sur.,
2011). To moze predstavljati stvarnu prijetnju potrosacu, bilo kroz izlozenost rezidualnim
ostacima antibiotika, prijenos antibioticke rezistencije (Butaye i sur., 2003) ili poviSene stope
alergija koje su posljedica prisutnosti antibiotika u hrani. Paralelno s porastom incidencije
rezistentnih bakterija kod Zivotinja na farmama, rezistentne bakterije takoder su sve cesce
prisutne u prehrambenim proizvodima Zivotinjskog podrijetla (Johnson i sur., 2005;
Aarestrup, 2008, Overdevest i sur., 2011; Tham i sur., 2012). Posljedice primjene antibiotika
za rast Zivotinja obuhvaca zamrSeni sustav medusobno povezanih procesa: odabir rezistentnih
bakterija 1 razvoj rezervoara otpornosti na farmama Zivotinja, prijenos rezidualnih ostataka
antibiotika, rezistentnih bakterija i gena za rezistenciju s prehrambenih proizvoda na
potrosace (Levy, 2002; Acar i Moulin, 2006; Aminov, 2009; Chee-Sanford 2009).

Rezistencija na antibiotike postala je ozbiljna i sve veca prijetnja modernoj medicini te
se pojavila kao jedan od vode¢ih zdravstvenih problema 21. stolje¢a (WHO, 2014.).
Procjenjuje se da ¢e se do 2050. godine povecati razina antimikrobne otpornosti zbog Cega ¢e
do 10 milijuna ljudi godi$nje umirati, a ujedno ¢e doc¢i do smanjenja BDP-a za 2 do 3,5%
(Pikkemaat i sur., 2016). OgraniCavanje potroSnje antibiotika je najocitija Strategija za
smanjenje problema rezistencije na antibiotike. Zbog zabrinutosti oko razvoja antimikrobne
otpornosti te prijenosa gena za rezistenciju na antibiotike sa Zivotinja na humanu mikrobiotu,
Europska komisija je (od prvog sije¢nja 2006.) odlucila odstraniti i eventualno zabraniti
marketing i uporabu antibiotika kao promotora rasta u hrani namijenjenoj zivotinjama
(Uredba EZ-a br. 1831/2003, EC, 2003). Treba napomenuti, medutim, da je u mnogim




dijelovima svijeta uporaba antibiotika kao promotora rasta jo§ uvijek uobicajena praksa
(Castanon, 2007). Navedena zabrinutost zbog uporabe VA i SGP u veterini potvrduje vaznost
razvoja ucinkovitih analitickih tehnika za odredivanje prisutnosti antibiotika ili promotora
rasta u proizvodima za zivotinje te razinu bioakumulacije u tkivima i prehrambenim
proizvodima. Stoga je cilj ovog rada bila determinacija i kvantifikacija aminoglikozida u
uzorcima mlijeka.




2. TEORIJSKI DIO



2.1. ANTIBIOTICI

Antibiotici predstavljaju raznoliku skupinu antimikrobnih supstanci koje su proizvod
metabolizma mikroorganizama, ili su dobivene kemijskom sintezom, te imaju sposobnost
inhibicije rasta, pa ¢ak i uniStenja bakterija i drugih vrsta mikroorganizama. Razlike u
antimikrobnoj aktivnosti ovih lijekova mogu biti kvalitativne i kvantitativne. To je dovelo do
razvoja koncepta spektra djelovanja antibiotika koji biljezi selektivno djelovanje odredenog

antibiotika na brojne reprezentativne bakterije i druge mikroorganizme.

2.1.1. Klasifikacija antibiotika

Antibiotici se mogu klasificirati na nekoliko nacina: prema mikroorganizmu
producentu, kemijskoj strukturi, nac¢inu i spektru djelovanja, prekursoru te metabolickom putu
biosinteze. Najces¢e se Kklasificiraju prema njihovoj kemijskoj strukturi, buduéi da ce
antibiotici koji dijele istu ili slicnu kemijsku strukturu opcenito pokazati slicne obrasce

antibakterijskog djelovanja, ucinkovitosti, toksi¢nosti te alergijskog potencijala.

2.1.2. Antibioticka rezistencija

Glavni problem s kojim se suoCavamo je da nakon §to se novi antibiotik uvede,
otpornost prema njemu ¢e se, prije ili kasnije, pojaviti. Stope smrtnosti zbog infekcija
uzrokovanih od strane rezistentnih bakterija su izrazito visoke. Svake godine oko 25.000
pacijenata u EU i 63 000 pacijenata u SAD-u umre zbog bakterijskih infekcija
(ECDC/EMEA, 2009). Procijenjeni ekonomski troskovi za lijeCenje infekcija uzrokovanih
rezistentnim bakterijama u EU rezultiraju svake godine dodatnim zdravstvenim troskovima i
gubitkom produktivnosti od najmanje 1,5 milijardi eura (ECDC/EMEA, 2009.). Zarazene
zivotinje takoder zahtijevaju antibioticku terapiju. Antibiotici se takoder koriste za
promoviranje rasta i profilakticke svrhe kod Zivotinja, kao i za $ire te manje ciljane tretmane u
akvakulturi i hortikulturi. Uz zabranu uporabe antibiotika za promoviranje rasta, od 2006.
godine su i druge zemlje EU provele slicne mjere kako bi se ograniila pojava i Sirenje
otpornosti na antibiotike iz poljoprivrednih izvora. Dakle, to nije jedan veliki izazov, to je
prilicno sloZen problem koji zahtijeva zajedni¢ke napore mikrobiologa, ekologa, stru¢njaka za
zdravstvenu skrb, pedagoga, kreatora politike, zakonodavnih tijela, poljoprivrednih i

farmaceutskih djelatnika te javnosti za pronalazak adekvatnog rijeSenja (Aminov, 2010).




2.2. ZAKONSKA REGULATIVA

Tijekom posljednjih desetljeca europski gradani su postali sve viSe svjesni 0 vaznosti
upravljanja sigurnos¢u hrane te procesa proizvodnje prehrambenih proizvoda zbog
mnogobrojnih skandala i izjava nacionalne vlade. Europska komisija je stoga bila prisiljena
stvoriti agencije za sigurnost hrane u mnogim drzavama ¢lanicama EU, formirati Upravu za
zdravstvo 1 zastitu potroSaca te Europsku agenciju za sigurnost hrane (Vandenberge, 2012).
Kontrole u uporabi veterinarskih lijekova, uklju¢ujuéi agense za promicanje rasta kod
zivotinja, strogo su regulirane od strane Europske unije mnogobrojnim propisima i
direktivama. Od 1998. godine EU je zabranila uporabu antibiotika u prehrambenim
proizvodima (Stolker i sur., 2007). Zabrinutost oko razvoja antimikrobne otpornosti i
prijenosa gena za rezistenciju sa zivotinja na humanu mikrobiotu prisilila je Europsku
komisiju da od prvog sije¢nja 2006. godine odstrani i eventualno zabrani marketing te
uporabu antibiotika kao promotora rasta u hrani namijenjenoj zivotinjama (Uredba EZ-a br.
1831/2003, EC, 2003). Treba napomenuti da je uporaba AGP-a (engl. antibiotic growth
promotors) u mnogim dijelovima svijeta jo§ uvijek uobiCajena praksa (Castanon, 2007).
Upotreba veterinarskih lijekova regulirana je Uredbom Komisije (EU) br. 37/2010 o
farmakoloski aktivnim supstancama i njihovoj klasifikaciji u odnosu na najveée dopustene
koli¢ine rezidua (MRL, engl. maximum residue level) u hrani Zivotinjskog podrijetla. U tablici
1 navedene su najvece dopustene koli¢ine aminoglikozidnih antibiotika u hrani Zivotinjskog
podrijetla prema vazeéem Pravilniku (Pravilnik, 2011). Direktiva Vije¢a 96/23/EZ sadrzi
smjernice za suzbijanje rezidualnih ostataka veterinarskih lijekova u Zivotinjama i njihovim
proizvodima s detaljno definiranim postupcima za drzave ¢lanice EU, koje su duzne usvojiti i
provesti nacionalni plan pracenja rezidua za odredene skupine lijekova (Stolker i sur. 2007,
EFSA, 2011). Ova Direktiva utvrduje razine i ucestalost uzorkovanja za goveda, ovce, kozu,
svinje, konjice, perad, zivotinje akvakulture, mlijeko, jaja, meso kunica i divljaci, med, kao i
skupine tvari koja se prati za svaku vrstu hrane (Komisija Europskih zajednica 1996).
Dodatna pravila za razine 1 uestalosti uzorkovanja mlijeka, jaja, meda, ze¢jeg mesa i divljaci
utvrdena su u Odluci Komisije 97/747/EZ (EFSA, 2011). Za bilo koju vrstu zivotinja ili
prehrambenih proizvoda postoje dvije glavne skupine rezidua koje treba pratiti sukladno
Direktivi Vije¢a 96/23/EZ: skupina A, tvari koje imaju anabolicki u¢inak i neovlastene tvari
(npr. steroidi, beta-antagonisti) te skupina B, veterinarski lijekovi i zagadivaci. Grupa
antibiotika (B1) ukljuuje spojeve poput beta-laktama, tetraciklina, makrolida,
aminoglikozida, ali i sulfonamida te kinolona (Stolker i sur., 2007; EFSA, 2011).




Tablica 1. Najveée dopustene koli¢ine (MRL, engl. maximum residue levels)

aminoglikozidnih antibiotika u mlijeku (Pravilnik, 2011).

Farmakoloski aktivna
MRL [ug kg™]

supstanca
Apramicin Nije dopustena uporaba
Dihidrostreptomicin 200
Kanamicin 150
Gentamicin 100
(C1+Cla+C2+C2a)
Neomicin 1500

Paromomicin Nije dopusStena uporaba

Spektinomicin 200

Streptomicin 200

2.2.1. Determinacija rezidua

Procjena rizika 1 regulacija ostataka veterinarskih lijekova u prehrambenim
proizvodima zivotinjskog podrijetla, kao $to su misi¢i, jetra, bubreg, masno tkivo, mlijeko i
jaja, slijede sli¢na nacela diljem svijeta. U Sjedinjenim Americkim Drzavama, Uprava za
hranu 1 lijekove (FDA) je regulatorno tijelo koje odreduje najvec¢e dopustene koncentracije za
rezidualne ostatke veterinarskih lijekova, definiranih kao tolerancije. U Europskoj uniji,
ekvivalentno regulatorno tijelo je Europska agencija za lijekove (EMA), koja objavljuje
maksimalne dozvoljene koli¢ine rezidua (MRL) koje je odredio Odbor za veterinarsko-
medicinske proizvode (CVMP). Postoje i nezavisna tijela za procjenu rizika, kao $to je
Zajednicka agencija za hranu i poljoprivredu/Stru¢ni odbor za prehrambene aditive Svjetske
zdravstvene organizacije (JECFA, engl. The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives) koji takoder preporucuju MRL. Komisija Codex Alimentarius (CAC) odreduje
ho¢e 1i se uspostaviti medunarodni standardi za rezidue veterinarskih lijekova uz pomoc¢

MRL-a. Rezidualni ostaci antibiotika mogu imati negativne posljedice na zdravlje potroSaca




kada koncentracija rezidua u prehrambenim proizvodima prelazi granicu tolerancije ili MRL.
Moguéi Stetni ucinci na zdravlje mogu ukljucivati alergijske reakcije, krvne diskrazije,
karcinogenost i kardiovaskularnu toksi¢nost. Proces procjene rizika se temelji na provodenju
mnogobrojnih sigurnosnih studija te in vitro studija u kojim se utvrduje prihvatljiv dnevni
unos (ADI, engl. Acceptable daily intake). ADI se zatim prilagodava vrijednostima potro$nje
hrane za razlicite vrste tkiva (300 g za misi¢e, 100 g za jetru, 50 g za bubrege, 50 g za
masnoc¢u, 1500 g za mlijeko) kako bi se determinirale granice tolerancije (MRL) za svaku
vrstu tkiva. Postoji mnogo odobrenih antimikrobnih supstanci koje se mogu Klasificirati kao
terapijski lijekovi za kontrolu i prevenciju bolesti te kao promotori rasta koji se Cesto
primjenjuju putem vode ili aditiva za hranu. Tablica 2 daje pregled metodoloskih napredaka u
analizi antibakterijskih rezidua i sintetskih promotora rasta u prehrambenim proizvodima kao
rezultat provedbe Odluke Komisije 2002/657/EZ (Europska komisija, 2002), s ciljem
povecanja odrzivosti okolisa.

Za tvari iz skupine B Direktive Vijeca 96/23/EZ naglasava se vaznost njihove
kvantitativne determinacije u jestivim matricama. Za tvari iz skupine A i B Direktive Vijeca
96/23/EZ, detekcija se Cesto ne ograni¢ava samo na osnovnu supstancu, ve¢ se analiziraju
jedan ili vise metabolita (De Brabander i sur., 2009). Metode za nadziranje veterinarsko-
medicinskih proizvoda koje pripadaju B skupinama tvari, mogu se podijeliti na screening-
metode i potvrdne metode. Screening metode se koriste za otkrivanje prisutnosti analita ili
klase analita na razini od interesa, dok potvrdne metode pruzaju potpune ili komplementarne
informacije kako bi se analit nedvosmisleno identificirao. Potvrdne metode moraju se
temeljiti na primjeni molekularne spektrometrije (npr. GC-MS, LC-MS) te moraju ispunjavati
kriterije navedene u Odluci Komisije 2002/657/EZ. Metode analize antimikrobnih lijekova
mogu se grupirati u razli¢ite kategorije: mikrobioloske, imunokemijske ili fizikalno-kemijske
(De Brabander i sur., 2009). Mikrobioloske metode se oslanjaju na zajedni¢ko svojstvo svih
antibakterijskih spojeva, kao $to je inhibicija rasta mikroorganizama. Imunokemijske metode
ukljucuju imunoanalize i imunoafinitetnu kromatografiju. Fizikalno-kemijske metode temelje
se na kromatografskom proci§¢avanju/razdvajanju rezidua nakon cega slijedi spektroskopska
kvantifikacija putem UV, fluorescentne ili MS detekcije (De Brabander i sur., 2009; EFSA,
2011).

Mlije¢ne industrije svih zemalja svijeta vrlo su zabrinute zbog antimikrobnih rezidua,
stoga koriste vrlo osjetljive screening testove kako bi se osiguralo da bulk tankeri sadrze

cjelovito mlijeko u kojem su koncentracije analita ispod utvrdenih granica tolerancije (MRL)




za taj lijek u mlijeku. PrekrSaji za antimikrobne lijekove u mlijeku smanjili su se u posljednja

tri desetlje¢a u vecini zapadnih zemalja. Konacno, vrlo malo se zna o raspodjeli tih

antimikrobnih lijekova u razlicite frakcije mlijeka nakon prerade (npr. proteine sirutke, mast

maslaca) i moze li se kuhanjem utjecati na stabilnost tih antimikrobnih lijekova. Tablica 1

daje popis aminoglikozidnih antibiotika zajedno s njihovim najve¢im dopustenim koli¢inama

u mlijeku. Ti regulatorni standardi koriste se u menadzmentu antimikrobnim reziduima na

farmama prije prerade hrane (Baynes i sur., 2016).

Tablica 2. Suvremene analiticke metode koriStene u analizi rezidualnih ostataka antibiotika u

hrani zivotinjskog podrijetla (Ronquillo i Hernandez, 2017)

Pojam

Analiticka metoda

Spoj

Referenca

Antibiotici

GC-MS
LC-MS

Tetraciklin,oksitetraciklin,
klortetracikin,sulfametazin,
sulfametoksazol i
sulfadimetoksin

Ahmed i sur., 2015
Le Bizec i sur., 2009
Baer i sur., 2010

LC-MS

Ampicilin, penicilin G,
tetraciklin, oksitetraciklin,
klortetraciklin, bacitracin A,
virginiamicin M1,
kloramfenikol, eritromicin
A, Klaritromicin, tilozin A,
monensin A i streptomicin.

De Alwis i Heller, 2010

LC-MS/MS

50 antibakterijskih
supstanci, aminokumarini,
amfenikoli, betalaktati,
linkosamidni, makrolidi,
diaminopirimidini, kinoloni,
sulfonamidi, streptogramini,
pleuromutilini, polipeptidi
kinoksalini, tetraciklini i
benzimidazoli

Robert i sur., 2015

14 veterinarskih lijekova

Cronly i sur., 2010




2.3. AMINOGLIKOZIDI

Aminoglikozidi (AG) su medu najstarijim klasama antimikrobnih lijekova. Prvi
otkriveni AG bio je streptomicin; kojeg proizvodi bakterijska vrsta Streptomyces griseus
(Schatz i Waksman, 1944.). U sljedeca dva desetljeca, mnogi drugi aminoglikozidi su
izolirani iz bakterija tla, ukljucujuci iz vrsta Streptomyces i Actinomycetes (kanamicin,
spektinomicin, tobramicin, neomicin, apramicin). Aminoglikozidi imaju vrlo Sirok
antibakterijski spektar i pokazuju najvecu korist u lijeCenju infekcija uzrokovanih od strane
aerobnih i fakultativnih Gram-negativnih bakterija. Aminoglikozidi su opcéenito manje
djelotvorni protiv Gram-pozitivnih bakterija, osobito streptokoka. Njihova aktivnost je
neadekvatna kada se koriste kao monoterapija protiv streptokoka ili enterokoka. Stoga je
klini¢ka korisnost aminoglikozida u lijeCenju Gram-pozitivnih bakterijskih infekcija opcenito
ograni¢ena na sinergisticke kombinacije s drugim antimikrobnim sredstvima. Razvoj
rezistencije prema aminoglikozidima kao i njihova relativna toksi¢nost potaknuli su razvoj
poboljSanih derivata aminoglikozida (amikacin, netilmicin, isepamicin, dibekacin i1 arbekacin)
i mimetika (Vakulenko i Mobashery, 2003; Hermann i Tor, 2005). Poznavanje mehanizma
djelovanja i molekularne mete aminoglikozida dovelo je, od sredine 1990-ih, do uzbudljive
nove primjene ovih lijekova za eksperimentalno lijeCenje genetskih poremecaja koji uzrokuju
patogene nonsense-mutacije, ukljucujuci cisti¢nu fibrozu i Duchenneovu misiénu distrofiju
(Kellermayer, 2006, Zingman i sur., 2007).

2.3.1. Struktura i osnovna svojstva
Aminoglikozidi (AG) su strukturalno blisko srodni ugljikohidrati ¢ija se struktura

okosnice sastoji od aminociklitolnog prstena zasi¢enog amino i hidroksilnim skupinama
(Slika 1). Kod ve¢ine klinicki korisnih aminoglikozida, ovaj aminociklitolni dio ¢ini
streptamin, tocnije 2-deoksistreptamin. Streptomicin, koji posjeduje molekulu streptidina, je
jedini izuzetak. Aminociklitolna jezgra povezana je glikozidnim vezama s razli¢itim
aminoSecerima, a zbog tih aminoSecera se pojedini aminoglikozidi mogu medusobno
razlikovati (Ristuccia i Cuncha, 1982). Aminoglikozidi se mogu podijeliti u 4 skupine (EMA,
2014): derivati koji sadrze aminociklitolstreptidin (streptomicin, dihdrostreptomicin); derivati
koji sadrze 4,6-disupstituirani deoksistreptaminski dio (gentamicin, kanamicin, amikacin,
tobramicin), derivati koji sadrze 4,5-disupstituirani deoksistreptaminski dio (neomicin) i
derivati koji sadrze 4,6-disupstituirani dio deoksistreptamina. Aminoglikozidi su bazi¢ni, jako
polarni spojevi koji su pozitivno nabijeni. Oni su dobro topljivi u vodi, relativno netopljivi u

lipidima i imaju pojacanu antimikrobnu aktivnost u alkalnim, ali ne i kiselim sredinama




(Spelman i sur., 1989). Kationska priroda aminoglikozida pridonosi njihovoj antimikrobnoj
aktivnosti. Oni se mogu vezati na negativno nabijene lipopolisaharide te intracelularne i
anionske molekule stanicne membrane bakterija. Nazalost, njihov pozitivan naboj pri
fizioloskom pH takoder pridonosi njihovom nefrotoksi¢nom i ototoksicnom djelovanju te

moze dovesti do pojave neuromuskularne blokade (Gilbert, 1995).
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Slika 1. Kemijska struktura pojedinih aminoglikozidnih antibiotika (Diez i sur., 2015)




2.3.2. Mehanizam djelovanja
Osim selektivnosti na razini ciljnog prepoznavanja, terapijska upotreba

aminoglikozida takoder proizlazi iz vrlo male propusnosti eukariotskih stanica za lijekove koji
su pod fizioloskim uvjetima pozitivno nabijeni. Aminoglikozidi su bakteriocidni agensi koji
inhibiraju sintezu proteina i ometaju integritet bakterijske stanicne membrane. Oni to rade
kroz slozeni, viSestupanjski proces. Prvo, ovi kationski spojevi se elektrostatski vezu na
negativno nabijene ostatke u vanjskoj membrani Gram-negativnih bakterija u pasivnom,
energetski neovisnom postupku. Zatim difundiraju kroz porine vanjske membrane i ulaze u
periplazmatski prostor. Za njihov transport preko citoplazmatske (unutarnje) membrane
potrebna je metabolicka energija iz elektron-transportnog sustava koji je ovisan o prisutnosti
kisika. Jednom kada udu u stanicu, aminoglikozidi ometaju translaciju vezanjem za
ribosomalno mjesto dekodiranja u unutarnjoj petlji 16S rRNA Kkoje sadrzi tri neobiljeZena
adeninska ostatka. Aminoglikozidi odstranjuju fleksibilne adenine iz unutrasnjosti RNA i
fiksiraju ih u "sklup¢ano" stanje koje nalikuje konformaciji koje nastaje tijekom dekodiranja
MRNA molekule (Ogle i Ramakrishnan, 2005; Shandrick i sur., 2004). Pretpostavlja se da
aminoglikozidi reorganiziraju mjesto dekodiranja namijenjeno za smjeStaj mRNA-tRNA
hibrida tako Sto snizavaju energetske barijere izmedu dviju konformacijskih stanja fleksibilnih
adeninskih senzora (Ogle i sur., 2001). Kao posljedica toga, dolazi do ometanja procesa

translacije §to u konac¢nici dovodi do smrti bakterijske stanice.

2.3.3. Mehanizmi rezistencije

Otpornost na antibiotike postala je ozbiljna i sve veca prijetnja modernoj medicini te
se pojavila kao jedna od vodeih zdravstvenih problema 21. stolje¢a (WHO, 2014).
Procjenjuje se da ¢e se do 2050. godine povecati razina antimikrobne otpornosti (AMR, engl.
antimicrobial resistance) zbog ¢ega ¢e do 10 milijuna ljudi godiS$nje umirati, a ujedno ¢e doci
do smanjenja BDP-a za 2 do 3,5% (Pikkemaat i sur., 2016). Upotreba antibiotika u uzgoju
Zivotinja znatno pridonosi razvoju i Sirenju antibioticke otpornosti kod bakterija prisutnih u
intestinalnom traktu zivotinja Ciji se geni za antibioticku rezistenciju mogu prenijeti preko
hrane Zivotinjskog podrijetla na ljude (EFSA, 2015). Siroko rasprostranjena subterapeutska
upotreba antibiotika kao promotora rasta kod zivotinja (AGP) je pogodovala odabiru, Sirenju i
uspostavljanju stabilnih rezistentnih sojeva u okolisu (Van den Bogaard i Stobberingh, 1999;
Levy, 2002) te stoga primjena antibiotika u neterapijske svrhe nije vise prihvacena unutar EU
(EC, 2003). Otpornost na aminoglikozide moze biti prirodna ili steena. Budu¢i da se

aminoglikozidi transportiraju kroz stani¢cnu membranu u energetski ovisnom procesu, Koji
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zahtijeva prisutnost Kisika, anaerobne bakterije su prirodno otporne na aminoglikozide. Drugi
organizmi poput streptokoka i enterokoka, Cija stani¢na stijenka sluzi kao barijera, takoder su
prirodno otporni na aminoglikozide. Mehanizmi rezistencije slozeni su te se razlikuju izmedu
pojedinih molekula aminoglikozida i bakterijskih vrsta. Mnogi geni za rezistenciju nalaze se
na pokretnim genetickim elementima povecavajuéi vjerojatnost Sirenja otpornosti na
aminoglikozide kao i ko-otpornosti na druge spojeve (Ramirez i Tolmasky, 2010). Otpornost
bakterija na antibiotike posredovana je s tri razli¢ita mehanizma: smanjenje intracelularne
koncentracije lijeka, modifikacije unutarstani¢nih ciljnih mjesta i enzimske modifikacije
lijeka.

Smanjene intracelularne koncentracije antibiotika moze biti posljedica smanjenog
unosa lijeka ili djelovanja aktivnih “efflux” mehanizama. Smanjeni unos moze se pojaviti kod
mutanata kojima nedostaju komponente elektronskog transportnog lanca kao $to je slucaj kod
pojedinih rezistentnih sojeva Pseudomonas spp., E. coli te S. aureus (Taber i sur., 1987).
Takoder je opisana rezistencija na gentamicin koja je uzrokovana inaktivacijom porina
vanjske membrane (Poole, 2005). Energetski ovisan “efflux” sustav glavni je uzrok pojave
antibioti¢ke rezistencije kod Pseudomonas spp., Burkholderia spp., Stenotrophomonas spp.,
E. coli, Lactococcus lactis i Acinetobacter baumanii.

Otpornost na aminoglikozide najcesce je rezultat aktivnosti enzima koji modificiraju
antibiotike djelovanjem fosfotransferaza, acetiltransferaza ili adenililtransferaza. Ovi enzimi
modificiraju hidroksilne ili amino skupine 2-deoksistreptaminske jezgre te njene Secerne
komponente ¢ime onemogucuju vezanje aminoglikozida za ciljano mjesto unutar stanice.
Aminoglikozidne nukleotidil transferaze i fosfotransferaze regiospecificno modificiraju
hidroksilne skupine u spojevima prijenosom AMP-a i y-fosfata ATP-a. Acetil transferaze
kataliziraju acetil-CoA ovisnu N-acetilaciju amino skupina (Vicens i Westhof, 2003).
Ekspresija gena je konstitutivna, stoga do proizvodnje enzima dolazi bez obzira je li prisutan
antibiotik ili ne (Gilbert, 1995; Van Landuyt i sur., 1986; Phillips i sur., 1986; Young i
Hindler, 1986; Davies i Courvalin, 1977; Mayer, 1986). Dok je inhibicija enzima odgovornih
za rezistenciju uspjesan koncept za prevladavanje otpornosti u drugim skupinama antibiotika,
mali je napredak postignut u razvoju klinicki korisnih inhibitora enzima (koji modificiraju
aminoglikozide), buduci da im biokemijski mehanizam djelovanja nije u potpunosti poznat
(Vakulenko i Mobashery, 2003).

Mjesno-specificna modifikacija prirodno se javlja u bakterijama koje proizvode

aminoglikozide: bakterija se zaSticuje koriste¢i enzime koji dodaju metilnu skupinu na
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specificne nukleotide u 16S rRNA koji su neophodni za vezanje aminoglikozida, ¢ime se
inhibira antibioti¢ki u¢inak bez ometanja drugih ribosomalnih funkcija. U danasnje vrijeme,
metilacija ribosomalne mete je rastu¢i mehanizam rezistencije za klinic¢ki relevantne Gram-
negativne bakterije. Prvi gen koji je identificiran bio je 16S rRNA metilaza armA (Galimand i
sur., 2003). Do sada je objavljeno 9 dodatnih gena koji kodiraju za metilaze: rmtA, rmtB,
rmtC, rmtD, rtmD2, rmtE, rmtF, rmtG i npmA (Potron i sur., 2015). Geni koji kodiraju za ove
determinante obi¢no se nalaze na pokretnim genetickim elementima te su povezani s genima
koji uzrokuju otpornost bakterija na druge skupine antibiotika. Geni rmtA, rmtB, rmtC, rmtD,
rtmD2, rmtE, rmtF, rmtG uzrokuju rezistenciju na gentamicin, tobramicin, kanamicin i
amikacin, dok gen npmA uzrokuje rezistenciju na gentamicin, tobramicin, kanamicin,
amikacin, neomicin i apramicin, ali ne i streptomicin (Garneau-Tsodikova i Labby, 2016;
Wachino i Arakawa, 2012).

Formiranje bakterijskog biofilma je specifiéni mehanizam otpornosti koji se ispoljio
kao glavna briga u tretmanu kroni¢nih infekcija (Rice, 2006), posebno onih uzrokovanih
Gram-negativnim patogenima (Meyer, 2005). Nedavna studija pokazala je da podinhibitorne
razine aminoglikozidnih antibiotika mogu inducirati formiranje biofilma u Pseudomonas

aeruginosa i Escherichia coli (Hoffman i sur., 2005).

2.3.4. Primjena aminoglikozida

Antibiotici se kod Zivotinja upotrebljavaju u tri glavne svrhe: terapijska upotreba
protiv zaraznih bolesti, profilakticka upotreba za prevenciju zaraznih bolesti te kao
prehrambeni aditivi kod uzgoja Zivotinja (Fisher i sur., 2011). Terapijsko lijeCenje se oslanja
na primjenu aktivne koncentracije antibiotika koja premaSuje minimalnu inhibicijsku
koncentraciju (MIC, engl. minimum inhibitory concentracion) patogena kroz uginkovito
vremensko razdoblje. Aditivi se definiraju kao tvari koje poboljSavaju svojstva hrane
namijenjenim zivotinjama te poticu njihov rast. Prema Van Boeckelu i sur. (2015.) pet
zemalja s najve¢im udjelom globalne potro$nje antibiotika za proizvodnju proizvoda
zivotinjskog podrijetla su: Kina (23%), Sjedinjene Drzave (13%), Brazil (13%), Indija (3%) i
Njemacka (3%). Aminoglikozidi se upotrebljavaju u razli¢itim Zivotinjskim vrstama i U

razli¢ite svrhe (Tablica 3).
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Tablica 3. Uporaba aminoglikozida u veterinarstvu (EMA/ESVAC, 2016)

Supstanca

Kanamicin

Gentamicin

Amikacin

Apramicin

Streptomicin

Dihidrostreptomicin

Spektinomicin

Paramomicin

Neomicin

KoriSteni

volumen

(ESVAC,
2014)

< 2 tone

12 tona

< 1tone

21 tona

7 tona

129 tona

70 stona

18 tona

155 tona

Vrijeme Vrsta
upotrebe Zivotinja
3-4 dana Stoka
Konji
3-5 dana Telad,
Domace
Zivotinje
/ Konji
5-7 dana
(voda) Perad
28 dana Svinje
(sto¢na Telad
hrana)
Perad
Stoka
Svinje
n
3 dana Ovee
Konji
Psi
3-5 dana
Svinje
Telad
7 dana Perad
3-5 dana
3-5 dana D Om,a C,e
zivotinje

Bolest

Gram-negativni
mastitis, Septicaemia
Infekcije
respiratornog i
mokraénog sustava
Infekcije oka,
respiratornog i
probavnog sustava
Septicaemia
Metritis
Septicaemia
Metritis

Infekcije probavnog
sustava
Enterobacteriaceae

Leptospiroza

Gram-negativni
mastitis
Infekcije probavnog
i respiratornog
sustava
Infekcije probavnog
I respiratornog
sustava
Histomonijaza
Infekcije probavnoig
sustava
Infekcije probavnog
sustava, oka i uha
(Enterobacteriaceae)
Septicaemia
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Prema prvome zajednickom izvjes¢éu ECDC/EFSA/EMA o integriranoj analizi
potroS$nje antimikrobnih sredstava i pojavi antimikrobne otpornosti u humanim i Zivotinjskim
bakterijama JIACRA (ECDC/EFSA/EMA, 2015), prodaja aminoglikozida za animalnu
upotrebu unutar 26 zemalja iznosila je 290,8 tona, a za ljudsku upotrebu 4,7 tona (5.2 mg /
PCU zivotinja i 0.2 mg / PCU za ljude na temelju podataka iz JIACRA izvjesc¢a). Antibiotici
koji su prijavljeni u sklopu ESVAC projekta kao prodani su: amikacin, apramicin, (dihidro)
streptomicin, framicetin, gentamicin, kanamicin, neomicin, spektinomicin i paromomicin.
Treba napomenuti da za amikacin nije utvrden MRL te se stoga ne moze koristiti kod
zivotinja namijenjenih za proizvodnju hrane. Najée$¢a primjena aminoglikozida je kod
lije¢enja septikemije, infekcija probavnog trakta, respiratornog trakta te mokra¢nog sustava
kod razlic¢itih vrsta zivotinja. Aminoglikozidi se ¢esto upotrebljavaju u kombinaciji s drugim
antimikrobnim sredstvima (naj¢esce p-laktamima) kako bi se postigao sinergisti¢ki uéinak ili
prosirio spektar antimikrobne aktivnosti. U 2014. godini postotak prodaje aminoglikozida
unutar 29 zemalja EU iznosila je 3,5 % (Slika 2). Postoje znacajne razlike u prodaji
aminoglikozida izmedu razliCitih zemalja EU, prilikom ¢ega su najnize stope prodaje
zabiljeZzene u skandinavskim zemljama i najvise u Spanjolskoj (Slika 3). Oni su $esta najéesce
upotrijebljena antimikrobna skupina nakon tetraciklina, penicilina, sulfonamida, makrolida i
polimiksina (EMA/ESVAC, 2016).

m Tetraciklini
Penicilini
Sufonamidi

= Trimetoprimi

» Makrolidi

m Linkozamidi

» Fluorckinoloni

m Aminoglikozidi

® Polimiksini

= Pleuromutilini

11.0% ® Ostalo

25.5%

Slika 2. Postotak prodaje antimikrobnih sredstava za uzgoj zivotinja u 29 europskih zemalja

za 2014. godinu (EMA/ESVAC, 2016)
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Slika 3. Prostorna distribucija veterinarske prodaje aminoglikozida (amikacin, apramicin,
(dihidro) streptomicin, framicetin, gentamicin, kanamicin, neomicin) u 29 europskih zemalja
za 2014. godinu (EMA/ESVAC, 2016)

2.4, NEGATIVNI UCINCI REZIDUA

Prekomjerna upotreba, zloupotreba ili nedostatak kontrole u primjeni antibiotika
rezultira njihovom visokom razinom akumulacije u organizmu zivotinja (Ronquillo i
Hernandez, 2017). Upotreba promotora rasta takoder dovodi do pojave potencijalno Stetnih
rezidua u mesu i ostalim prehrambenim proizvodima zivotinjskog podrijetla. Rezidualni
ostaci antmikrobnih lijekova koji su iznad regulatorne koncentracije utvrdenim od strane
FDA-a (tolerancije), EMA ili JECFA (MRL) mogu rezultirati razvitkom alergijskih reakcija,
poremecajima ravnoteze intestinalne mikroflore, karcinoma, i/ili razvitkom antimikrobne
rezistencije koji otezava lijecenje ljudskih infekcija. Aminoglikozidi takoder mogu uzrokovati
ototoksi¢nost i nefrotoksi¢nost, no to se obicno dogada samo S Visokim ili ucestalim
doziranjem (Baynes i sur., 2016). Rice i sur. (1983) izvijestili su o toksikoloskim ucincima
linkomicina prisutnog u mlijenim proizvodima, a zahvaéene krave su razvile anoreksiju,
proljev i ketozu. Potros$nja mlijeka i mlije¢nih proizvoda varira ovisno o zemljopisnoj regiji,
trziSnim i gospodarskim uvjetima te gastronomskoj tradiciji pojedinih zemalja. Treba takoder
napomenuti da je razina konzumacije mlijeka znatno ve¢a kod mladih (posebno dojencadi)

negoli starijih osoba. Pereira i sur. (2014) procijenili su ucinak uporabe antimikrobnih
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supstanci na ucestalost pojave rezistencije u fekalnoj E. Coli (izolirane iz teladi) te se
ustvrdilo da uzorci od teladi tretiranih s enrofloksacinom su imale veéu (P <0,0001)
vjerojatnost da budu rezistentne na fluorokinolone. Ovaj rezultat je osobito uznemirujuc jer su
ti antibiotici klju¢ni u humanoj medicini za lijeCenje bolesti uzrokovanih nekom od bakterija
iz porodica Salmonella spp., Campylobacter spp. i Shigella spp. (Collignon i sur., 2009).
Antibiotici koji se koriste u borbi protiv patogenih uzro¢nika mastitisa su najcesci
antimikrobni agensi koji se koriste u mlije¢noj industriji (Fisher i sur., 2011). LeBlanc i sur.
(2001) proveli su istrazivanje ucestalosti pojave antimikrobne rezistencije kod odraslih krava
te su zakljucili da uporaba antibiotika u mlije¢noj industriji za lijeCenje i prevenciju ovog
stanja doprinosi pojavi antimikrobne rezistencije.

Posljedice koriStenja antibiotika u ishrani Zivotinja obuhvaca zamrSeni sustav
medusobno povezanih procesa: razvitak rezistentnih bakterija, prijenos rezidualnih ostataka
antibiotika, rezistentnih bakterija i gena za rezistenciju s proizvoda zivotinjskog podrijetla na
potrosace (Levy, 2002; Acar i Moulin, 2006; Aminov, 2009; Chee-Sanford, 2009). Prisutnost
rezidualnih ostataka antibiotika u okoliSu ne mijenja samo strukturu i raznolikost
mikrobioloske zajednice tla, nego utjeCe i na sposobnost mikroorganizama da razgraduju
kontaminante te obavljaju druge funkcije poput metanogeneze, transformacija dusika i
smanjenje razine sulfata u tlu i vodenom okolisu (Keen i Patrick, 2013). Slika 4 prikazuje
moguce putanje u stoCarstvu koje dovode do pojave Sirenja rezidualnih ostataka antibiotika i
rezistentnih bakterija sa zivotinja na okoli§. Ograni¢avanje potro$nje antibiotika je najocitija
strategija za suzbijanje problema pojave rezistencije. Povijesni primjeri podupiru
pretpostavku da ucestalost otpornosti na antibiotike opada kada se antibiotici viSe ne
primjenjuju. Tako je danska vlada 1995. godine zabranila uporabu avoparcina, $to je
rezultiralo smanjenjem ucestalosti pojave rezistentnih sojeva E. faecium s 72,7 % 1995. na 5,8
% 2000. godine (Aarestrup i sur., 2001).
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Kontaminacija <

kod zivotinja domacih zivotinja Zivotinjskih farmi
| | | |

Primjena antibiotika

Rezidualni ostaci antibiotika, rezistentne bakterije i geni za rezistenciju

|
J | Y

. Proizvodi
—————3  Ispade Zivotinja H Stala Ljudi
Zivotinjskog podrijetla
|1 Ptice Obrada gnojiva
‘l—‘ Prasina !
Tlo 5L Procesirani proizvodi
v Zrak
- Povriinske i podzemne vode

Slika 4. Moguée putanje Sirenja rezidualnih ostataka antibiotika i rezistentih bakterija

(adaptirano prema Pikkemaat i sur., 2016)

2.5. EKSTRAKCIJA ANTIBIOTIKA 1Z PROIZVODA
ZIVOTINJSKOG PODRIJETLA NA CVRSTOJ FAZI (SPE, eng.
solid-phase extraction)

Glavni nedostatak kvantifikacije spojeva u bioloSkim uzorcima predstavlja uinak
matriksa koji mogu pospjesiti ili smanjiti ionizaciju analita te dovesti da nastajanja supresije
ili pojacanja signala analita, Sto dovodi do lazno pozitivnih rezultata identifikacije. Za
smanjenje utjecaja matriksa na rezultate analize koristi se sljedece: kalibracija na matriksu
(engl. matrix-matched calibration), dodatak unutarnjeg standarda (naj¢e$¢e izotopom
obiljezen analoga analita), povecanje intenziteta pro¢iS¢avanja ekstrakta, promjena uvjeta
kromatografije i produljenje vremena analize (Stachniuk i Fornal, 2015).

Uobicajene tehnike za ekstrakciju 1 prociS¢avanje antibiotika iz bioloSkih matriksa
ukljuCuju precipitaciju proteina, ekstrakciju tekuée-tekuce (LLE, engl. liquid-liquid
extraction) i ekstrakciju ¢vrstom fazom (McGlinchey, 2010). Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi je
analiticki postupak koji podrazumijeva ekstrakciju analita koji su otopljeni ili suspendirani u
tekucoj smjesi s obzirom na njihova fizicka 1 kemijska svojstva. U usporedbi s drugim

tehnikama, SPE je efikasnija, selektivnija, koristi mnogo manje koli¢ine Stetnih otapala
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(ekoloska odrzivost), postize vece ukoncentriravanje analita te se smanjuje ucinak matriksa
kod slozenih uzoraka (Mokh i sur., 2015). Ekstrakcijom s polarnim organskim otapalima (npr.
acetonitril, aceton i metanol) mogu se izdvojiti spojevi sirokog raspona polarnosti kao i veliki
broj endogenih komponenata matriksa (Masid i sur., 2016). Dostupan je §iroki izbor sorbenasa
koji se oslanjaju na razliCite mehanizme ekstrakcije/zadrzavanja analita. Ekstrakcijski
postupak temelji se na nekoliko koraka. Prvo se kondicionira sorbens na ¢vrstoj fazi Sto
podrazumijeva propustanje organskog otapala kroz kolonu, ¢ime se postize bolja povezanost
sorbensa i1 uzorka. Sljedeci korak je propustanje uzorka kroz kolonu uz konstantan protok
potpomognut vakuumom pri ¢emu dolazi do vezanja analita na povrSinu sorbensa. Nakon
toga sorbens se ispire odgovaraju¢im otapalom kako bi se uklonile interferencije, a analit u

tom slucaju ostaje vezan za ¢vrstu fazu. Zavr$ni korak u ovom postupku je eluiranje analita

odgovarajuc¢im eluensom (Dean, 2009).

Slika 5. SPE kolone koriStene za ekstrakciju aminoglikozida iz mlijeka (vlastita fotografija)
Jedno od pitanja koje se treba rijesiti pri odredivanju AG-a u uzorcima Zivotinjskog
podrijetla jest priprema samih uzoraka, $to nije lagan zadatak zbog visoke polarnosti AG.
Zivotinjska tkiva sadrze mnogo interferirajuéih tvari kao §to su proteini i masti koji se trebaju
ukloniti ili smanjiti §to je vise moguce bez utjecaja na rezidualne ostatke od interesa. Drugi
1zazov, u pripremi uzoraka, je taj Sto antibiotici mogu biti prisutni u vrlo malim koli¢inama.
Buduci da je koncentracija AG-a uobiéajeno niska, potrebno je koncentrirati uzorke kako bi
se postigla visoka osjetljivost. Mlijeko se opcenito obraduje pod uvjetima reverzne faze ili
ionsko izmjenjivacke SPE. Uzorak se moze razrijediti vodom, ili mjeSavinom vode i polarnog
otapala kao $to je metanol (do 50 %). Neki postupci mogu zahtijevati talozenje proteina
obradom s kiselinom (tipi¢éno HCI, H2S04 ili trikloroctenom kiselinom), (McGlinchey, 2010).
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2.6. PRINCIP RADA LC-MS/MS

Kromatografija je fizikalna separacijska metoda u kojoj se komponente koje treba
razdvojiti selektivno rasporeduju izmedu pokretne i stacionarne faze $to rezultira razli¢itim
koeficijentima raspodjele i retencijama pojedinih analita kroz kolonu te posljedi¢no pojavom
odvojenih pikova na kromatogramu. Mobilna faza je uobic¢ajeno mjesavina vode ili vodenog
pufera s metanolom, acetonitrilom ili tetrahidrofuranom. Moze se razlikovati nekoliko
kromatografskih tehnika: plinska, tekué¢inska, tankoslojna, ionoizmjenjivatka kromatografija
te kromatografija iskljuéenjem (Vandenberge, 2012).

Masena spektrometrija je analitiCka metoda kojom se analiziraju molekule s obzirom
na omjer mase i naboja (m/z) te predstavlja najbolju opciju za analizu aminoglikozida zbog
odsutnosti  kromofora i fluorofora unutar tih spojeva (McGlinchey, 2010). Uredaj,
spektometar masa, sastoji se od ionskog izvora gdje nastaju ioni, analizatora masa gdje se
analizirani ioni razdvajaju na temelju omjera m/z te detektora i sustava za obradu podataka
Moguce ionizacijske tehnike su ionizacija elektronima (EI, engl. Electron lonization),
kemijska ionizacija (CI, engl. Chemical lonzation), ionizacija brzim atomima (FAB, engl.
Fast Atom Bombardment), matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim
zratenjem (MALDI, engl. Matrix — Assisted Laser Desorption lonization), te
elektrorasprSenje (ESI, engl. Elecrospray lonization), (Hoffmann i Stroobant, 2007).
Dobiveni ioni mogu se razdvojiti prema omjeru m/z u prostoru ili vremenu uz pomoé
razli¢itih tipova analizatora: sektorskog masenog analizatora, kvadrupolnog masenog
analizatora, analizatora mase iona, analizatora vremena leta i Fourier-transformiranog
masenog analizatora (Vandenberge, 2012). Kod spojeva koji pripadaju skupini B, gdje se
zahtijeva kvantitativna analiza za MRL, mogu se upotrijebiti kvadrupolni ili “ion-trap”
instrumenti (McGlinchey, 2010). Kvadrupolni analizator masa sastoji se od Cetiri cilindri¢ne
elektrode pri ¢emu dvije elektrode posjeduju pozitivni, a druge dvije negativni polaritet (Slika
6). Tijekom procesa analize preklapaju se izmjeni¢ni i istosmjerni napon, §to uzrokuje pojavu
elektricnog polja. Ioni koji se nalaze u analizatoru imaju razli¢ite vrijednosti m/z, koje
odreduju hoce li ioni neometano proci kroz analizator ili ¢e dotaknuti elektrode i tako postati
neutralne molekule. Dodatni parametri koji odreduju karakteristike njihovog gibanja su
napon, kutna frekvencija, masa Cestice, radijus i dr. (Hoffmann i Stroobant, 2007). Detektor se
koristi za pretvaranje iona koji dolaze iz analizatora u odgovarajuéi signal koji se snimi
racunalnim sustavom i prikazuje kao maseni spektar. Maseni spektar predstavlja (relativni)

intenzitet proizvedenih iona kao funkciju omjera m/z. Izravno odredivanje masenog spektra
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aminoglikozida moze biti teSko zbog njihove termolabilnosti te se zbog toga kao temeljna
metoda ionizacije za odredivanje rezidua koristi ionizacija atmosferskim tlakom (API, engl.
atmospheric pressure ionization). Ova tehnika, povezana s tekuc¢inskom kromatografijom
visoke ucinkovitosti i tandem masenom spektrometrijom (LC-MS / MS), najavila je novo
doba u kvalitativnom te kvantitativnom odredivanju rezidualnih ostataka veterinarskih

lijekova (McGlinchey, 2010).

Detektor
Kvadrupolne sipke

!
.

e

~Rezonantni ioni

\
Nerezonantni ioni

Slika 6. Shema kvadrupolnog masenog analizatora (Vandenberge, 2012)

Spajanje LC i MS u jedan sustav omogucuje analizu Sirokog spektra spojeva $to
ukljucuje termicki nestabilne analite i analite s visokom molekulskom masom. Uspjesnost
rada sustava LC-MS uvelike ovisi o prethodnoj pripremi uzoraka buduci da je uredaj vrlo
osjetljiv te kontaminacije u uzorku mogu izazvati razne komplikacije prilikom analize.
Vanjski uvjeti, npr. temperatura, takoder znatno utjecu na rezultate analize sustavom LC-MS.
Osnovni pristup tandem MS/MS je mjerenje m/z omjera iona prije i nakon inducirane
fragmentacije unutar masenog spektrometra. Fragmentacijske reakcije inducirane su
energetskim sudaranjem iona s plinom (npr. argonom). Taj se proces naziva kolizijom
inducirana disocijacija ili CID (engl. collision-induced dissociation). Tandem MS/MS sadrzi
trostruki kvadrupol u kojem su povezana tri kvadrupolna analizatora, od kojih sredi$nji ima
funkciju kolizijske celije u kojoj se odvija kontrolirana fragmentacija iona. LC-MS/MS
instrument omogucava korisniku da, unutar granica osjetljivosti instrumenata, provede pet
razli¢itih vrsta eksperimenata: potpuno skeniranje (engl. Full scan), skeniranje ionskog
produkta, skeniranje ionskog prekursora, skeniranje neutralnog gubitka i MRM (engl. multiple
reaction monitoring). Oba masena analizatora su postavljeni na odabrani omjer m/z. Prvi
analizator mase je postavljen da odasilje ion prekursore u kolizijsku ¢eliju, drugi analizator
mase prati njene ionske produkte (Slika 7). Vise od 90 % LC-MS/MS postupaka u klini¢koj
uporabi koriste MRM nacin rada (Grebe i Singh 2011).
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Analizator 1 Kolizjska celija Analizator 2

Slika 7. Shematski prikaz MRM metode (Mortier, 2005)

2.6.1. Validacija metode

Validacija je postupak kojim se odreduje i dokumentira da je odredena analiticka metoda
prikladna za namijenjenu svrhu. Kriteriji izvedbe za analitiCke metode opisani su u Odluci
Komisije 2002/657/EZ implementirajuci Direktivu 96/23 / EZ o provedbi analitickih metoda i
tumacenju rezultata.

2.6.1.1. Parametri validacije
Selektivnost/specificnost: Specifi¢nost/selektivnost je svojstvo metode da to¢no 1 specificno

odredi zeljeni analit u prisutnosti ostalih komponenata u matriksu uzorka.

Linearnost: Linearnost je moguénost metode da unutar odredenog podruéja daje rezultate
proporcionalne koncentraciji analita u uzorku te se ona odreduje na krivuljama kalibracije

prilagodene matricama (odreduje se koeficijent korelacije).

Tocnost: Tocnost predstavlja stupanj podudarnosti izmedu stvarne (referentne) vrijednosti 1

srednje vrijednosti dobivene primjenom metode te se ona dreduje istinito$¢u i preciznoscu.

Granicna koncentracija analita (CCa): Grani¢na koncentracija analita (CCa) oznacava
granicu na kojoj 1 iznad koje se moZe zakljuciti vjerojatnost pogreske o da uzorak ne

udovoljava. Za zabranjene tvari nesmije prelaziti 1 %.

Sposobnost detekcije (CCB): Sposobnost detekcije (CCP) znaci najmanji sadrzaj tvari koji se
moze otkriti, identificirati i/ili kvantificirati u uzorku uz vjerojatnost pogreske p.  pogreska je

vjerojatnost lazno negativne odluke, te je ogranicena na 5 %.

Granica kvantifikacije (LOQ): Granica kvantifikacije je najmanja koncentracija u uzorku koja
se moze kvantificirati odreduje sa istinitoS¢u 1 preciznoS$¢u koja pripada unutar odredenih

raspona.

Granica detekcije (LOD): Granica detekcije predstavlja najmanju koli¢inu analita koja se

moze detektirati.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. KEMIKALIJE

e Ultracista voda

e Metanol (MeOH) za HPLC, J. T. Baker, Deventer, Nizozemska

e Acetonitril (LC-MS c¢istoce)

e Amonijev acetat (HPLC Cistoce)

e Mravlja kiselina (HCOOH), , Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
e Trikloroctena kiselina

o Titriplex Il (Na2EDTA x 2 H20)

Standardi:

e  Spektinomicin dihidroklorid pentahidrat, Fluka, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD
e Neomicin trisulfat hidrat, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Paromomicin sulfat, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Tobramicin, Fluka, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e  Gentamicin sulfat, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Dihidrostreptomicin seskvisulfat, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Apramicin sulfat, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Kanamicin A disulfat hidrat, Fluka, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Higromicin B, Dr. Ehrenstorfer GmbH

e  Streptomicin seskvisulfat monohidrat

3.2. APARATURA | PRIBOR

e Aparat za usitnjavanje uzoraka (laboratorijski blender)

e Analiti¢ka vaga (preciznost = 0,0001 g), OHAUS, Parsippany, SAD

e Technicka vaga (preciznost + 0,001 g), OHAUS, Parsippany, SAD

e Vortex mjesalica

e myjeSalica neoLab Vortexer

e Laboratorijsko posude (PP caSice visoke Cistoce, 1 ostalo stakleno posude)

e Automatske pipete (5-50 pL, 10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL),
Eppendorf, Wesseling, Njemacka

e Centrifuga do 4000 rpm s termostatom, Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,

Njemacka
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Centrifuga Thermo Scientific SL16R do 15200 rpm

Ultrazvuéna kupelj, Iskra, Sentjernej, Slovenija

Hladnjak +2 do +8 °C

Zamrzivac sa najnizom temperaturom od -18 °C

Digestor

Plasti¢éne PP mikroepruvete za centrifugiranje od 2.0 ml (Eppendorf Safe-Lock)
Plasti¢ne tamne bocice od 30 mL HDPE za Cuvanje standardnih otopina

Tamne plasti¢ne PP viale 2 mL

Tamne plasticne PP viale s insertom 300 uL

Plasti¢ni ¢epovi na navoj PTFE sa silikonskom septom

Plasti¢ne cjevéice za SPE procis¢avanje Supelco Disposable flow control valve liners
SPE kolonice Chromabond HR-X Macherey Nagel - 6 mL/200 mg

Sustav uparavanja teku¢im dusikom sa kupelji, N-EVAP mdel 112, Organomotions
Associates Inc., Berlin, Njemacka

Dusik 99,999%

Kupka za degaziranje

Kromatografska kolona: Sequant ZIC-HILIC - 5um, 200A, 100 x 2.1 mm (Merck)
Predkolona s drzacem ZIC HILIC Guard kit 20 x 2.1 mm — PEEK coated guard column
with coupler ( Merck)

Aparati UHPLC-MS/MS: UHPLC Agilent Tech. 1290 Infinity (s pripadaju¢om
kvaternarnom pumpom: Quat Pump G4204A, termostatom: Thermostat G1330B,
uredajem za samouzorkovanje: Sampler G4226A, odjeljkom za kolonu: TCC G1313C) i
Triple Quad LC/MS 6460 opremljenim s Jet Stream ESI sustavom za ionizaciju, povezani
s raCunalom sa softverom za upravljanje instrumentima, prikupljanje i obradu podataka

(MassHunter Acquisition version B.07.00)
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3.3. METODA RADA

Metoda odredivanja aminoglikozida u pojedinim uzorcima mlijeka temelji se na ekstrakciji
uzoraka na Cvrstoj fazi, te analizi ekstrakta sustavom LC-MS/MS pra¢enjem iona specifi¢nih

omjera m/z.

3.3.1. Priprema i ¢uvanje uzoraka do analize

U svrhu izbjegavanja kontaminacije, a prije pripreme uzorka, pazljivo oprati nozeve

homogenizatora ili miksera sredstvom za ciséenje, toplom vodom i redestiliranom vodom.

3.3.1.1. Priprema uzoraka mlijeka
Mlijeko, koje je doneseno u laboratorij, pohranjuje se u hladnjak na temperaturi 2 — 8 °C kroz
24 sata ili na tri mjeseca pri temperaturi od -18 °C. Prije analize mlijeku se odstranjuje mast

centrifugiranjem 5 minuta na 3800 okretaja/min pri temperaturi + 5 °C.

3.3.1.2. Priprema otopina
Mobilna faza A: U tikvicu od 1 L dodati 200 mM amonijevog acetata (15.4 g) i 1%-tne
otopine mravlje kiseline (10 mL) te 990 mL mjesavine HoO/ACN (95/5, v/v).

Mobilna faza B: Acetonitril (ACN)

Prije stavljanja na uredaj, mobilne faze je potrebno degazirati 2-3 min u ultrazvué¢noj kupelji.

Otopina za ekstrakciju (2% trikloroctena kiselina + 0.1% Na,EDTA x 2 H»0):

Izvagati 20 g trikloroctene kiseline i 1 g Na2EDTA u staklenim ¢asama te obje soli treba
zasebno otopiti u malim koli¢inama destilirane vode. U tikvicu od 1 L dodati otopinu EDTA,
promijesati te onda dodavati otopinu TCA kako bi se sprijec¢ilo stvaranje taloga. Tikvicu

nadopuniti do oznake destiliranom vodom.

Mjesavina HyO/ACN 95/5, v/v:
U tikvicu od 1 L pomijesati 950 mL vode sa 50 mL ACN.

*Skraceni nazivi analita koriSteni u daljnjem tekstu: STR-streptomicin, GEN- gentamicin,
NEO-neomicin, KAN-kanamicin, PAR-paramomicin, APR-apramicin, DSTR-
dihidrostreptomicin, SPEC-spektinomicin hidrat,
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3.3.2. Priprema standardnih otopina

Za kvantitativnu potvrdnu analizu aminoglikozida koriste se standardne i matriks krivulje u
razli¢itim koncentracijskim podruc¢jima koja su ovisna o zadanim MRL vrijednostima za svaki
pojedini analit (Tablica 4). Standardne kalibracije pripremane su u svrhu testiranja linearnosti
instrumentalnog sustava dok za kvantitativnu procjenu sluzi isklju¢ivo matriks kalibracija.
Izrada standardne i matriks kalibracije bazirana je na izradi ukupne mjesavine standardne

otopine koja sadrzi svaki pojedini analit u razli¢itim koncentracijama.

Tablica 4. Postupak pripreme standardne otopine mjesavine aminoglikozida za mlijeko (RS-
AMG-MIX-MLIJEKO-RSx)

STANDARDNA Fé)OT'E)APfNN:‘ Polazni ig’nina CV"ZJ"’E::I‘)’?' Oznaka std
OTOPINA v (ml) -\ RS-AMG-
(ppm) c2 (ppm) tikvica
MS 1000 1 100 10 RS1
pgf;zar:;ag POLAZNA| | Ciljana | Ciljani vol. zzg:jlid
qd RS, | ANALIT [ OTOPINA | 0% | kone. | va (b~ | o PREPE
AMG- (ppb) c2 (ppb) tikvica ML
STR 1 4000
DSTR 1 4000
NEO 75 30 000
PAR 05 2000
RS1 100 000 25 RS2
SPEC 2 8000
GEN 1 4000
APR 05 2000
KAN 0.75 3000
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U ovom radu za obogacivanje se koristi bazna otopina mjeSavine svih aminoglikozida.

Postupak pripreme standardne mix otopine internih standarda navedena je u tablici 5.

Tablica 5. Postupak pripreme standardne mix otopine internih standarda (RS-AMG-MIX-
ISx)

MJESAVINA INTERNIH STANDARDA

STANDARDNA | LOLAZNAL o i | S8 ipianivol, | OZnakastd
otopiNa | OTOPINAL y1 iy | 0N hva () -tikviea| ESVIne
(ppm) c2 (ppb) RS-AMG-I1S-
MS 1000 1 100 10 1S1
pctzlzanz?:)ag POLAZNA Polazni Ciljana Ciljani vol ?njzg:\iid
stdrs- | ANALIT OT(OPQ;\'A v (ml) Czkc(’”c'b) v2 (ml) -tikvica| RS-AMG IS
AMG- PP PP MIX-
HIG 1.25 5000
151 100 000 25 152
TOB 1.25 5000

Otopine se pripremaju u zatamnjenom plasticnom odmjernom posudu kvalitete A serije.
Bazne otopine MS su stabilne 1 godinu skladiStene u zamrzivacu na -20 °C. Radne otopine
RS1 i IS1 su stabilne kroz 6 mjeseci ako su pohranjene u zamrzivacu pri -20 °C, dok su
otopine RS2 i I1S2 stabilne 3 mjeseca ako su pohranjene u hladnjaku pri +4 °C. Za pripremu
bazne otopine koristi se mjesavina voda/metanol (90/10, v/v) pri ¢emu se standard najprije
otopi u vodi. Radne otopine se pripremaju u vodi. Cistoéa standarda medu $arzama moze
varirati pa se proracun odvage prilikom pripreme bazne otopine treba uraditi prilikom svake

pripreme uracunavajuci postotak Cistoce standarda 1 ¢isto¢u oblika u kojem je prisutan.
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3.3.2.1. Priprema standardne krivulje na otapalu

Standardna krivulja na otapalu se priprema iz standardne mjeSavine za matriks mlijeka
(Tablica 6).

Tablica 6. Standardna krivulja i koncentracijska podruc¢ja po grupi analita

Razina L
Analit 1 > 3 2 5
STR, DSTR, GENT*
40 80 200 300 400
[ng p']
SPEC
80 160 400 600 800
[ng kg?]
NEO
300 600 1500 2250 3000
[ng ko]
APR, PAR
20 40 100 150 200
[ng kg?]
KAN
30 60 150 225 300
[ng ko]
HIG, TOB
250
[ng kg?]
Volumen RS-AMG-MIX-ML 20 40 100 150 200
[pL] RS2 RS2 RS2 RS2 RS2
Volumen RS-AMG-MIX-IS
100 1S2
pL]
Volumen H20
380 360 300 250 200
[nL]

Standard razine L3 se priprema u svakoj analizi kao kontrola stabilnosti metode i sustava LC-
MS/MS-a. Koncentracija internog standarda dodana na svaku razinu iznosila je 250 pg kg™.
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3.3.2.2. Priprema uzoraka sa standardnim dodatkom-MATRIKS
KALIBRACIJSKA KRIVULJA

Standardna krivulja na matriksu mlijeka priprema se iz standardne mjeSavine aminoglikozida
za matriks mlijeka prethodno navedene u tablici 6. Obogaéenje uzorka se provodi na 5 razina

navedenih u Tablici 7.

Tablica 7. Matriks krivulja za mlijeko

. Razina M
Analit
1 2 3 4 5
*
STR, DSTR, GENT 30 50 100 200 300
[ng kg™l
SPEC 60 100 200 400 600
[ng kg]
NEO 225 375 750 1500 2250
[ng kg]
APR, PAR 15 25 50 100 150
[ng kg]
KAN 225 375 75 150 225
[ng kg]
HIG, TOB
’ 250
[ng kg]
Volumen RS-AMG-MIX-ML 15 25 50 100 150
[L] RS2 RS2 RS2 RS2 RS2
Volumen RS-AMG-MIX-IS 100 1S2
[nL]
*Napomena:

Standard gentamicina se sastoji od 3 oblika gentamicina (Cla, C1 i C2+C2a). Postotak
svakog pojedinog oblika je naveden u certifikatu analize za svaku Sarzu proizvoda. Stoga je
stvarna koncentracija na svakoj razini kalibracijske krivulje ovisna o postotku navedenom u
certifikatu (npr. obogacenje gentamicinom od 50 ppb za standard koji sadrzi 30,1% gent C1,
gent Cla 28,3% i gent C2/2a 41,6% odgovara 15,1 ppb gent C1, 14,1 gent Cla i 20,8 gent
C2/2a). U slucaju nizih ili visih koncentracija potrebno je prilagoditi kalibracijsko podrucje
oc¢ekivanoj koncentraciji u uzorku kako bi rezultat bio unutar krivulje. Dodavanje standarda
vr$i se izravno na odvaganu koli¢inu uzorka, nakon ¢ega se uzorci ostave 10 minuta da se
izjednace koncentracije. Interni standard se dodaje u sve uzorke (uzorke i matriks kalibraciju)

osim u matriks blank.
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3.3.3. Postupci kontrole kvalitete

Za kvantitativnu orijentacijsku analizu uzorak je dovoljno pripremiti u 1 probi. Ukoliko
iskoristenje internog standarda ne odgovara za odredeni uzorak tada se mora ponoviti u
slijede¢oj analizi. Za kvantitativhu potvrdnu analizu uzorak je potrebno pripremiti u
minimalno 2 probe. Svaka serija mjerenja mora ukljucivati 6 uzoraka kontrole kvalitete. Svaki
pocetak analize podrazumijeva da je instrument ispran mobilnom fazom (prociséena kolona i
izvor iona MS-a). Interni standard se dodaje u uzorke za matriks kalibraciju, u uzorke za

analizu i negativni kontrolni uzorak.
Slijepi kontrolni uzorak

Uzorak kojeg predstavlja otopina vode i acetonitrila u omjeru 1:1.
Negativni kontrolni uzorak otapala

Negativni kontrolni uzorak otapala su otapala bez matriksa pripremljena kao i uzorci, u svrhu

detektiranja moguce kontaminacije prilikom pripreme ili u instrumentu.
Negativni kontrolni uzorak matriksa

Slijepi uzorak predstavlja bilo koji uzorak kojem je prethodnim analizama utvrdena odsutnost
bilo kojeg od analita. Potrebno je pripremiti 1 uzorak slijepog matriksa i provesti ga kroz
cijelu analizu. Analiza na instrumentu se provodi na pocetku i na kraju serije. Isti uzorak sluzi

za pripremu kalibracijske matriks krivulje.
Obogaéenje matriksa

U svakoj analizi potrebno je postaviti kalibracijsku krivulju u 5 toc¢aka
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3.3.4. Procis¢éavanje uzoraka

3.3.4.1. Priprema uzorka mlijeka za SPE prociS¢éavanje

Odvagano je po 2 g uzroka mlijeka u plasti¢nim epruvetama od 50 mL na analitickoj vagi
osjetljivosti £0,0001 g. Nakon toga su dodani interni standardi i standardi analita te su uzroci
ostavljeni 10 min. Nadalje, u uzorke je dodano 10 mL otapala za ekstrakciju (2% trikloroctena
kiselina + 0.1% Na;EDTA x 2 H20), te su radi homogenizacije vorteksirani 1 min, mijeSani
20 min na rotacionoj mjesalici (F1, rpm 50) i1 postavljeni u ultrazvu¢nu kupelj na 5 min.
Uzorci su centrifugirani 5 minuta na 4000 rpm pri 5°C, a supernatanti su prebaceni u PE viale
od 15 mL.

3.3.4.2. Procis¢avanje na SPE kolonama (Chromabond HR-X)

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE) provedena je na uredaju proizvodaca Supelco Sigma, Aldrich
Chemie Gmbh. SPE kolone (Chromabond HR-X Macherey Nagel - 6 mL/200 mg) za
ekstrakciju kondicionirane su propustanjem 5 mL metanola, 5 mL H>O te 5 mL otapala za
ekstrakciju (2% trikloroctena kiselina + 0.1% NaEDTA x 2 H20). Nakon toga su
kvantitativno preneseni uzorci iz epruvete na kolone, kolone su isprane s 1 mL H20, te su se
ostavile susiti U struji zraka pod vakuumom oko 30 minuta. Nakon $to su se kolone dobro
osusile, uslijedilo je eluiranje analita metanolom (dva puta po 3 mL metanola). Eluat je
skupljan u epruvete i uparen u struji duSika na uparivacu pri 40 °C £ 5 °C. Da bi uzorci bili
spremni za daljnju analizu, suhi ostaci su otopljeni u 0,5 mL H2O u ultrazvu¢noj kupelji na 5
min. Uzorci su prebaceni u plastiéne mikroepruvete (Eppendorf), centrifugirani na najvecoj
brzini (13000 rpm, 5 min pri 5°C) i prebaceni u PE viale. Uzorci su se mogli odmah injektirati
ili ¢uvati 1 dan na -20°C.

konc. 1 ng/g 2g (2 ng) — 10 mL (2 ng)

!
0.5 mL (2ng) — 2ng/0,5mL=4ng/mL f=1/4=0,25
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3.3.5. Analiza LC-MS/MS metodom

Za kvantificiranje aminoglikozida u mlijeku koristen je LC-MS/MS postupak (engl. liquid
chromatography-tandem mass spectrometry) jer sa LC sustavom je omoguceno razdvajanje
ispitivanog analita (AG) od ostalih komponenti slozenih smjesa (mlijeka), a MS/MS
detekcijom se postize vrlo velika selektivnost, ¢esto puta i bolja osjetljivost u odnosu na UV
detektor.

Instrumentalna analiza se obavlja na instrumentu oznake MassHunter Acquisition software

prema metodi:

AMG-UPLC-AMO06.m

Injektiranje uzoraka treba biti prema slijede¢em rasporedu:

Blank

Kontrolni uzoraka stanja instrumenta L3

Negativni kontrolni uzorak otapala (Blank reagens)
Matriks blank 1

Blank

Uzorci (svakih 10 injektiranja testirati s kontrolnim uzorkom stanja instrumenta, nakon

cega prije daljnjeg injektiranja uzoraka treba injektirati matriks blank)
Blank

Matriks blank 2

Matriks kalibracijska krivulja

Blank

Matriks blank

Kontrolni uzorak stanja instrumenta L3

Blank

Nakon zavrSetka svake serije uzoraka potrebno je pripremiti kolonu za ¢uvanje ispiranjem s

50% vode (MFA) i 50% ACN (MFB) na protoku metode kroz 30 minuta.
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3.35.1. Kromatografski uvjeti

Odvajanje se izvodi na koloni Sequant ZIC-HILIC - 5um, 200A, 100 x 2.1 mm
Pocetni kromatografski uvjeti su:  otopina (A): 25 % NH4sCH3CO, 200mM
otopina (B): 75 % ACN
Analiza tekuc¢inske kromatografije provodi se gradijentnom eluacijom te je prikazana u tablici
8:

Tablica 8. Protok mobilne faze u razli¢itim vremenskim intervalima

Vrijeme (min) A [%] B [%]
0 25 75
2 70 30
4 70 30
5 100 0
10 100 0
10,01 25 75
16 25 75

Protok mobilne faze je 0.4 mL/min. Jedno kromatografsko snimanje traje 16 minuta. Kolona
treba biti termostatirana na 40 °C. Volumen injektiranja je 15 uL, te se provodi uz ispiranje

igle u poziciji za pranje (FlushPort) kroz 20 sekundi s otopinom ACN: H.O (1:1, v/v).

3.3.5.2. Uvjeti masene spektrometrije

Prvi korak u razvoju LC-MS/MS metode predstavlja odredivanje molekulskog iona te
odabiri odgovarajucih frgamentacijskih iona. Snimanje ionskih tranzicija se vrsi u 4 segmenta
pri cemu se u 1. 1 4. segmentu HPLC tok preusmjerava u otpad kako bi se izbjegla
nepotrebna kontaminacija masenog spektrometra (Div Valve — to waste). Prilikom MS/MS
analize uzorka primijenjeno je pracenje visestrukih reakcija (MRM, engl. Multiple reaction
monitoring) snimanje jednog prekursora sa dvije tranzicije u produkt ione (Tablica 11,

rezultati i Slike 8-10., rezultati).
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Snimanje u svih 4 segmenata se provodi pod uvjetima navedenim u tablici 9.

Tablica 9. Parametri izvora

Parametar 1.- 4.segment
Temperatura plina 350
Protok plina 12
Nebulizer (psi) 50
Sheath Gas Temp 400
Sheath Gas Flow 11
Capillary 4000
Nozzle voltage 300

Ionizacija se odvija u ESI izvoru u pozitivnom nac¢inu rada. Delta EMV iznosi 400. Parametri
instrumentalne optimizacije koji se ti€u instrumenta, prikazani su u Tune File-u racunala
ID:\MassHunter\Tune. Injektirati kontrolni uzorak stanja instrumenta L3 te usporediti

osjetljivost s odzivom u prethodnim analizama.

3.3.6. Kuvalitativna procjena

Prije proracuna rezultata potrebno je provjeriti da li su svi uvjeti kontrole kvalitete
zadovoljeni. Kvalitativna procjena glede prisutnosti odredenog aminoglikozida, utvrdena
analizom UHLC-MS/MS, izvodi se usporedbom Vremena zadrzavanja (RT) pikova
eventualno prisutnih u otopini uzorka. U blank otapalu i blank uzorku ne smiju biti prisutni
pikovi koji su u podrucju retencije analita RT+ 2,5 % od retencije zadane validacijom. U
slucaju kada se u otopini uzorka ne pronadu pikovi Kkoji posjeduju RT usporedivi sa
retencijom analita iz kalibracije, uzimajuci kao interval pouzdanosti vrijednosti +2,5%, uzorak
se smatra negativnim a rezultat se prikazuje kao sukladan. U sluc¢aju da postoji sukladnost
izmedu RT-a, potrebno je procijeniti prisutnost iona prekursora ili iona produkta
karakteristi¢nih za taj analit analize. U slu¢aju prisutnosti dijagnostic¢kih iona analita u uzorku

analize, izracunati ionski odnos (R) izmedu dvije tranzicije ion prekursor — ion produkt:

A

[1] R-22

*100

Gdje je:
An! - povrsina ionske tranzicije intenzivnijeg iona u otopini uzorka;

An? - povriina ionske tranzicije manje intenzivnog iona u otopini uzorka
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Ionski odnos dobiven za otopine uzorka mora biti usporeden sa ionskim odnosom matriks
kalibracijske krivulje.

Izracunati devijaciju ionskog odnosa AR sa slijede¢om formulom:

[2] AR= Ruz(;::a kal.uz. % 1 00
kal.uz.

Gdje je:
Ruzorak - i0Nnski 0odnos 1° i 2° tranzicije analita u otopini uzorka

Rkauz- 1onski odnos 1° i 2° tranzicije analita u otopini uzoraka matriks

kalibracijske krivulje.

Odnos izmjerenih intenziteta iona produkata mora odgovarati uvjetima navedenim u tablici
10.

Tablica 10. Maksimalna dozvoljena odstupanja relativnih intenziteta

Relativni intenzitet LC-MS"
(% baznog pika)

>50 % +20 %
od 20 % do 50 % +25%
od 10 % do 20 % +30 %
<10% +50 %

Navedeni kvalitativni parametri prate se i uz pomo¢ raunalnog programa instrumenta

MassHunter Quantitative analysis for QQQ version B.03.01
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3.3.7. Kvantitativna procjena

Za kvantitativhu procjenu potrebno je rezultate prora¢unati sa matriks kalibracijske krivulje,
Cija upotreba iskljuCuje potrebu izrazavanja rezultata uz korekciju iskoriStenja. Mjerna
nesigurnost je ve¢ uracunata u CCa vrijednost te ju je potrebno izrazavati samo ukoliko je to

izrazito trazeno od strane vanjske osobe, a navedena je u prilogu (Tablica 26).

Rezultat analize se smatra pozitivan ukoliko je koncentracija premasila grani¢nu

koncentraciju analita CCa (decision limit).

Rezultat analize se smatra negativan ukoliko koncentracija nije premasila grani¢nu

koncentraciju analita CCa (decision limit).

Proracun rezultata se izvodi pomocu racunalnog programa instrumenta MassHunter
Quantitative analysis for QQQ version B.07.00. Kalibracijska krivulja je grafi¢ki prikaz
odnosa relativnog odgovora (engl. relative response) izmjerene povrsine analita i
odgovarajuceg internog standarda i teoretske koncentracije kalibracijske tocke. Kalibracijska
krivulja ukljucuje i tocku T (0,0). Program preracunava koncentracije ispitnih uzoraka prema

dobivenoj krivulji. Ukoliko se ne koristi navedeni program potrebno je:

Izracunati faktor odgovora (RF») za svaki od analita u odnosu na interni standard za uzorke

matriks kalibracije i ispitne uzorke, u skladu sa slijedecom formulom:

An'*Cisud

Aisia'*Cn

[3] R=
Gdje je:
An! - povrsina pika najzastupljenije tranzicije standarda
Cn — koncentracija standarda u matriks kalibraciji
Aista® — povrsina pika najzastupljenije tranzicije internog standarda

Cistd — koncentracija internog standarda u matriks kalibraciji
Izracunati srednju vrijednost faktora odgovora za standardne otopine i standardnu devijaciju
te CV (%):
[4] CV=222%100
Gdje je:
SDrrn — Standardna devijacija RF vrijednosti za standard

RFn — srednja vrijednost RF za standarde
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Vrijednost RDS (%) ne bi trebala biti veca od 25%.

Izradunati koncentraciju analita Cn u otopini uzorka izrazenu u pg kg (ppb) sa navedenom

formulom:

An'*Cistd

[5] Cl‘l: Aistdl*ﬁn

Gdje je:
An! - povriina pika najzastupljenije tranzicije standarda
Cn — koncentracija standarda u matriks kalibraciji
Aista’ — povrsina pika najzastupljenije tranzicije internog standarda
Cistd — koncentracija internog standarda u matriks kalibraciji
RF, — srednja vrijednost RF kod uzoraka matriks kalibracije

Faktor koncentriranja uzoraka f:
f=0,25

Muzorka
Gdje je:

Vekstrakta — Volume konacnog ekstrakta

F — faktor razrijedenja u postupku procis¢avanja

Muzorka — Masa uzorka

Za koncentracije analita izvan kalibracijskog podrucja potrebno je izvesti produljenje krivulje
umjeravanja kako bi uvjeti lineariteta bili zadovoljeni, ili razrijediti uzorak u dano podrucje
linearnosti. Izraziti konacan rezultat u ug kg™ (za koncentracije manje od 100 ug kg™ unijeti
dvije znaajne decimale). Za pozitivne uzorke na analit, potrebno je izvesti najmanje dvije

analize, prikazujué¢i konacan rezultat kao srednju vrijednost pojedinih rezultata..
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4. REZULTATI I RASPRAVA



4.1. OPTIMIZIRANJE UVJETA MASENE
SPEKTROMETRIJE I TEKUCINSKE KROMATOGRAFIJE

Molekulski ioni aminoglikozida odredeni su izravnim injiciranjem otopine standarda u maseni
detektor uz ionizaciju elektrorasprSenjem, ESI (engl. Electron Spray lonisation) te je dobiven
MS spektar aminoglikozida (Slika 8-10.). Fragmentacija aminoglikozida inducirana je
kolizijom antibiotika s atomima inertnog plina dusika. Kako bi se postigao najbolji prinos na
molekulskom ionu u masenom spektru za svaki pojedini molekulski ion, ispitani su razli¢iti
naponi fragmentora. Nadalje, za svaki odabrani fragmentacijski ion ispitivane su razliCite
energije sudara radi postizanja najboljeg prinosa na fragmentacijskom ionu. Optimalni napon
fragmentora utvrden je koriStenjem razli¢itih napona fragmentora u SIM eksperimentu (engl.
Selected lon Monitoring), dok su optimalne energije sudara za svaki pojedini ion odredene
mijenjanjem energija sudara u MRM eksperimentu (engl. Multiple Reaction Monitoring) te su
rezultati za svaki analit prikazani u tablici 11. Snimanje ionskih tranzicija se vr$i u 4
segmenta, a u svakom segmentu maseni spektrometar pretrazuje odredene masene tranzicije
aminoglikozida (najzastupljenija tranzicija je podcrtana u tablici 11.). Kada bi imali jedan
segment, tada bi spektrometar morao cijelo vrijeme provjeravati sve analite, te bi se smanjila
osjetljivost, signali bi bili nespecifi¢ni. Stoga, treba rasporediti segmente prema poznatom
retencijskom vremenu svakog analita, pri ¢emu svaki analit podijelimo u odredeni segment 1 u

tom segmentu maseni spektrometar provjerava samo prethodno definirani analit.
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Tablica 11. lonske tranzicije dobivene optimizacijom LC-MS/MS sustava za odredivanje

aminoglikozida

RT isi
Tvar Seg ISTD IONIZACIJA lon lon Fragmentor  Collision CAV
(min) Precursor product (V) energy (V)
263,1 32 1
STR 2 HIG + 3,91 582 190
246 39 1
263 29 1
DSTR 2 HIG + 3,84 584 140
246,1 38 1
333 16 1
SPEC 2 HIG + 2,88 351 100
98 30 1
322 8 S
GEN 2 TOB + 5,23 478 110
Cl 157 16 1
322 6 3
GEN 2 TOB + 5,28 450 o 100
Cla 160 19 1
322 7 S
GEN 2 TOB + 5,16 464 100
C2/2a 160 19 4
217 20 7
APR 3 TOB + 5,16 540 110
378 11 3
161 30 1
PAR 3 TOB + 511 616 140
163 32 1
163 25 1
KAN 2 TOB + 4,49 485 120
324 12 1
163 25 1
NEO 3 TOB + 6,22 615 130
161 31 1
TOB 3 - -+ 5,27 468 163 110 18 6
HIG 2 - s 3,85 528 177 140 27 3

Optimalni naponi fragmentora i optimalne energije sudara za svaki pojedini ion ispitivanih

analita prikazani su u tablici 11. Tako primjerice vidimo da je za molekulski ion STR (m/z

582) optimalni napon fragmentora 190 V, dok su optimalne energija sudara fragmentacijskih

iona (m/z 263 i m/z 246) 32 V te 39 V. Fragmentacijski ioni predstavljaju karakteristicne

fragmente svakog pojedinog analita i svi se u pravilu mogu koristiti u daljnjim analizama,

medutim, pozeljno je gledati ¢im manji broj prijelaza kako bi se postigla veca osjetljivost

instrumenta pri masenoj analizi.
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b)

x10 4

+ESI MRM:1 (rt: 5.138 min) Frag=140.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@** (616.0 -> **) uz5-r001.d
163.0

X
+ESI MRM:2 (rt: 5.140 min) Frag=130.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@** (615.0 -> **) uz5-r001.d t

160.8

+ESI MRM:3 (rt: 5.142 min) Frag=110.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@** (540.0 -> **) uz5-r001.d

2171
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Slika 8. Maseni spektri obogacenog uzorka M5: a) Paromomicin b) Neomicin ¢) Apramicin
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b)

d)

x10%
2,254

1.754
15
1.25
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x10%
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1.5

0.5

+ESI MRM:4 (rt: 5.143 min) Frag=110.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (478.0 -> **) uz5-r001.d
156.9

3221

+ESI MRM:5 (rt: 5.145 min) Frag=110.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@18.0 (468.0 -> 163.1) uz5-r001.d
163.1

x10%

+ESI MRM:S (rt: 5.146 min) Frag=100.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (464.0 -> **} uz5-1001.d

160.0

3221

+ESI MRM:7 (rt: 5.148 min) Frag=100.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (450.0 -> **) uz5-r001.d

322.0
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235 24D 245 250 255 260 205 2/0 275 280 285 290 265 300 05 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 30 35 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 9. Maseni spektri obogacenog uzorka M5: a) Gentamicin C1 b) Tobramicin c) Gentamicin C2/2a d) Gentamicin Cla
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a) ®x10 4 [+ESI MRM:1 (r: 3,814 min) Frag=1400V CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (584.0 > **) uz5-+001.d

3 246.1

b) ¥10 3 [+ESI MRM:2 (1t: 3.816 min) Frag=190.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@" (582.0 -> **) uz5-001.d

C) *x10 4 |+*ESI MRM:3 (r: 3.818 min) Frag=140.0¥ CF=0.000 DF=0.000 CID@27.0 (528.0 -> 177.0) uz5-001.d
5 177.0

d) x10 1 [*ESI MRM:4 (rt: 3.819 min) Frag=120.0¥ CF=0.000 DF=0.000 CID@"* (485.0 -> **) uz5+001.d
1629
324.0

e) x10 2 [+ESI MRMS (1 3,822 min) Frag=100.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@"* {351.0 -> ) uz5-r001.d
o] 980 3330

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 235 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 265 200 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 545 350 355 360 365 370 375 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 10. Maseni spektri obogaéenog uzorka M5: a) Dihidrostreptomicin b) Streptomicin ¢) Higromicin d) Kanamicin e) Spektinomicin hidrat
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Kao $to je vidljivo iz tablice 11. i slika 8-10., za svaki aminoglikozid se biljeze dva MRM-a
(najzastupljenija tranzicija je podcrtana u tablici 11), pri ¢emu jedan sluZi za kvantifikaciju, a
drugi koji je uglavnhom manje osjetljivosti kao dodatna kontrola kvalitete kojom se dokazuje
identitet analita. Mozemo vidjeti da kod masenog spektra STR (Slika 10) fragmentacijski ion
m/z 263,1 ima vecu povrsinu U odnosu na fragmentacijski ion m/z 246, stoga smo ga odlucili

koristiti kao identifikacijskog iona za sve daljnje eksperimente (kvantifikaciju).

4.2. USPOREDBA SLIJEPIH I OBOGACENIH UZORAKA

Karakteristika kromatograma je izdvajanje iona u obliku pika, a povrSina ispod pika
proporcionalna je koncentraciji odredenog spoja. Slijepa proba slijedi sve korake analize, ali u
odsutnosti uzorka, te se koristi za detekciju i kompenzaciju sustavnih pogresaka u analizi. U
slijepoj probi kao i ispitivanim uzorcima je dodan interni standard. Interni standard
predstavlja tvar koja nije prirodno prisutna u uzroku, ali ¢ija su fizikalno-kemijska svojstva

Sto je moguce sli¢nija svojstvima analita koji se treba identificirati (AG).

49 5 51525
Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 11. TIC kromatogrami obogacenog uzorka (plavo) i slijepe probe (crveno, s internim

standardom)

Kao $to je i oc¢ekivano, pikovi analita (Slika 11) u oboga¢enom uzroku su visi u odnosu na
slijepu probu (veca koncentracija analita). U slijepim uzorcima nisu nadeni nikakvi
ineterferiraju¢i signali aminoglikozida, kao ni spojeva poteklih od matriksa, a koji bi mogli
ometati snimanje analita pri ciljanim koncentracijama, odnosno koeluiranja na retenciji analita

uzimajuci u obzir interval + 2,5 %.
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4.3. LINEARNOST NA MATRIKSU

Linearnost je mogu¢nost metode da unutar odredenog podrucja daje rezultate proporcionalne

koncentraciji analita u uzorku, a definirana je upotrebom kalibracijskih krivulja. Kalibracijska

krivulja, prema tome, predstavlja odnos analitickog signala i koncentracije standarda. Ove

krivulje su pripremljene u 5 razli¢itih koncentracijskih razina, a koeficjent korelacije (r) je

izraCunat linearnom regresijom. Linearnost kalibracijske krivulje testirane u razli¢itim

podru¢jima za svaki pojedini analit prikazane su na slikama 12-21, a vrijednosti linearnosti

navedene su u tablici 12. Uzorci mlijeka su obogaceni na razli¢itim razinama kako bi se

ustvrdila specifi¢nost metode prema matriksu uz prisutnost analita (Tablica 7). Tokom analize

se pratio utjecaj matriksa na analizu pojedinih aminoglikozida.

Streptomicin - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs

9 x10 1] y=0.271491 * x - 0.010399
2" 4 4] R2=098362569 \k

32/ Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

3
2.8+
2.6+
24+
2.2+

Relative Respon

01 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13
Relative Concentration

Slika 12. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za streptomicin

Dihidrostreptomicin - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs
1.15] ¥ =0.875718 * x -0.037177
) R"2 =0.98521529
110';’ Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

[
[
2
2
o
g
@
jo)
o4 1
(3
>
g
[
4

o—

0.95+
0.9
0.85+
0.8
0.754
0.7
0.654
0.6
0.55+
0.5
0.45+
0.4
0.354

01 0 01 02 03 0.4 05 06 0.7 08 0.9 1 11 12 13
Relative Concentration

Slika 13. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za dihidrostreptomicin
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Spektinomicin hidrat - 5 Levals, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs
x10 1- y = 10.785470 * x + 3.556207 o
3.8 R"2=0.98651149 —

Type:Linear, Origin:include, Weight:None e
3.6 S

3.4 L~
3.2 —
34 ’///
2.8+ —
2.6 =
2.4 o
2.2 o
2 -
1.8+ -
1.6 7

1.4 3 o

1.2 -

Relative Responses
\
\
\

1 -
0.8 —
0.64 —
0.4+ —
0.2+ "

ol
-0.24

-0.2 o 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6 2.8 3 3‘2 3‘4
Relative Concentration

Slika 14. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za spektinomicin hidrat

Gentamicin C1 - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs

|y=2.333178 * x - 0.053490 \]/
7 R*2=0.99225574
8 Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

=
=)

Relative Responses

002 0 002 004 006 008 01 012 014 016 018 02 022 024 026 028 03 032 034 036 038
Relative Concentration

Slika 15. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za gentamicin C1

Gentamicin C1a - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs

y =1.599664 * x - 0.011904 \]/
4 R"2=0.99858194
Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

>
o ©
IS N

Relative Responses

002 0 002 004 006 008 01 012 014 016 018 02 022 024 026 028 03 032 034 036
Relative Concentration

Slika 16. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za gentamicin Cla
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Gentamicin C2/2a - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs
% x10-17y = 1548058 * x -0.042163
2 1 R*2=0.98435443
7.5- Type:Linear, Origin:Include, Weight:None
7,
6.5
6,
5.5
5,
4.5
4,
3.5
34
2.5
2
154
1,
0.5
04
-0.54

»<—

Relative Respon

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 04 0.45 015
Relative Concentration

Slika 17. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za gentamicin C2/2a

Apramicin - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs

2 x10-1] y=0.276301 *x +0.005215
2 17 R"2=099448025
"+ | Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Relative Respon
o
!

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 04 0.45 05 0.55 016
Relative Concentration

Slika 18. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za apramicin

Paromomicin - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs
§ x10 -19 'y =0.302563 * x - 6.320397E-004 \l/

Relative Respon

R*2 =0.99769020
1.8 Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

0.8
0.6
0.4+

0.2

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 016
Relative Concentration

Slika 19. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za paromomicin
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Kanamicin - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs

2 x10-14y=0.163983 *x +0.003314 \]/
2 151 R*2 =0.99671696

| TypeiLinear, Origin:Include, Weight:None

1.4+
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Relative Respon
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Slika 20. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za kanamicin

Neomicin - 5 Levels, 5 Levels Used, 10 Points, 10 Points Used, 0 QCs
y =0.525472 * x +0.024574

45 R"2=0.98079031

™ | Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

4

3.5

Relative Responses

34

2.5

05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6§ 65 7 75 8 85 9 95
Relative Concentration

Slika 21. Linearnost matriks kalibracijske krivulje za neomicin
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Tablica 12. Linearnost kalibracijskih krivulja za aminoglikozide opisana pomocu jednadtbi

pravca za ispitivane aminoglikozide

Odsjecak | Nagib Koeficjent Koeficjent
Analit Jednadzba pravca nay-osi | pravce pravca korelacije
(b) (@ regresije (R?) (r)

SPEC y=10,7855x+3,5562 | +3,5562 | 10,7855 0,9865 0.9932
DSTR y=0,8757x-0,0372 -0,0372 | 0,8757 0,9852 0,9926
STR y=0,2715x-0,0104 -0,0104 | 0,2715 0,9836 0,9918
KAN y=0,1640x+0,0033 +0,0033 | 0,1640 0,9967 0,9983
GENT C2/2a | y=1,5481x-0,0422 -0,0422 1,5481 0,9844 0,9922
GENT C1 y=2,3332x-0,0535 -0,0535 | 2,3332 0,9923 0,9961
APR y=0,2763x+0,0052 +0,0052 | 0,2763 0,9945 0,9972
GENT Cla y=1,5997x-0,0119 -0,0119 | 1,5997 0,9986 0,9993
PAR y=0,3026x-0,0006 -0,0006 | 0,3026 0,9977 0,9989
NEO y=0,5255x+0,0246 +0,0246 | 0,5255 0,9808 0,9904

Dobiveni rezultati dokazuju kako je odnos dodane koncentracije aminoglikozida i odziva

linearan u definiranom podru¢ju metode. Ispitivana je i linearnost upotrebom standardnih

otopina (Slike 22-31, iduce poglavlje). Ispitivani raspon linearnosti obuhvaca koncentraciju

koja odgovara koncentraciji analita u oboga¢enom uzorku. Nagib pravca (a) parametar je koji

izravno ukazuje na osjetljivost metode. OdsjeCak pravca (b) moze ukazivati na sustavnu

pogresku. Za svaki analit, kalibracijska krivulja je linearna sa koeficijenta pravca regresije

(R?) ve¢im od 0,9808 te koeficjentom korelacije (r) veéim od 0,9904. Kvantifikacija

pojedinog analita se temelji na proraCunu primjenom programa MassHunter Quantitative

analysis for QQQ version B.07.00 koji na temelju dobivenih matriks kalibracijskih krivulja

determinira koncentraciju pojedinih aminoglikozida u uzrocima mlijeka (Tablica 16.-25.,

prilog).
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4.4. UTJECAJ PROCESA PROCISCAVANJA NA ANALIT

Praéenje utjecaja matriksa provodi se usporedbom nagiba standardne kalibracijske krivulje
(STD KAL) i nagiba matriks kalibracijske krivulje (MATRIX KAL) te prikaz utjecaja
matriksa na rezultate prikazani su graficki na slikama 22-31.

KALIBRACIJSKA KRIVULJA-STR

0.8

0.7 v = 0.00005x% - 0.08649
R2= 0.97032

0.6

03 /////lr
04

Anl/AnIS
(=]

] y =0.00001x + 0.00107
R2=0.99530 &
0.1 9
M
0
5000 10000 15000 20000

-0.1
-0.2

pg injektirano

uSTD KAL ¢ MATRIX CAL

Slika 22. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za streptomicin

KALIBRACIJSKA KRIVULJA-DSTR

y =0.00015x - 0.29581
R*= 0.96336

[§8]

Anl/An IS

y =0.00001x - 0.00009
R2=0.99760

//////y 5000 10000 15000 20000

pg injektirano

u STD KAL ¢ MATRIX CAL

Slika 23. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za dihidrostreptomicin

48



KALIBRACIJSKA KRIVULJA-SPEC

y = 0.00012x + 0.71889
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Slika 24. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za spektinomicin hidrat

KALIBRACIJSKAKRIVULJA-GEN C1
¥ — 0.00040x - 0.09427
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25 /
2
15
1 /./ /‘
/ ¥ = 0.00024x - 0.05631
R2— 0.99223
0

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Anl/An1IS

0.5

pg injektirano
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Slika 25. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za gentamicin C1

KALIBRACIJSKA KRIVULJA-GEN Cla
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Slika 26. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za gentamicin Cla
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KALIBRACIJSKA KRIVULJA-GEN C2/2a
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Slika 27. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za gentamicin C2/2a

KALIBRACIJSKA KRIVULJA-APR
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Slika 28. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za apramicin

KALIBRACIJSKAKRIVULJA-PAR
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Slika 29. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za paromomicin

50



KALIBRACIJSKA KRIVULJA-KAN
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Slika 30. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za kanamicin

KALIBRACIJSKA KRIVULJA-NEO
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Slika 31. Usporedba standardne i matriks kalibracijske krivulje za neomicin
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U svrhu procjene matriks efekta izraCunat je omjer nagiba pravca na otapalu (s) i nagiba

pravca na matriksu (m), (Tablica 13).

Tablica 13. Vrijednosti nagiba i omjera nagiba kalibracije na otapalu i matriksu za razlicite
aminoglikozide: streptomicin (STR), dihidrostreptomicin (DSTR), spektinomicin hidrat
(SPEC), gentamicin (GEN), apramicin (APR), parmomicin (PAR), kanamicin (KAN),
neomicin (NEO)

Nagib (a)
ANALIT s/m
Kal. matriks (m) Kal. otapalo (s)

STR 0.00005 0.00001 5
DSTR 0.00015 0.00001 15
SPEC 0.00012 0.00001 12

GEN C1 0.00040 0.00024 1.666667
GEN Cla 0.00012 0.00011 1.090909
GEN C2/2a 0.00015 0.00015 1

APR 0.00001 0.00001 1
PAR 0.00006 0.00004 15
KAN 0.00004 0.00001 4
NEO 0.00002 0.00002 1

Eksperimenti utjecaja matriksa na analit pokazuju potrebu za KkoriStenjem matriks
kalibracijske krivulje jer proces ionizacije analita znacajno ovisi o samom analitu te matriksu.
Analizom DSTR uoceno je najvece odstupanje matriks krivulje i do 15 puta vise nego kod
standardne kalibracijske krivulje, i to supresijom analita. Najmanja odstupanja matriks
krivulje u odnosu na standardnu uo¢ena su za GEN C2/2a, APR i NEO, budu¢i da je najmanji

utjecaj matriksa na analit.
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4.5. IDENTIFIKACIJA | KVANTIFIKACIJA
AMINOGLIKOZIDA

Proracun rezultata se izvodi pomoc¢u racunalnog programa instrumenta MassHunter
Quantitative analysis for QQQ version B.07.00. Identifikacija aminoglikozida odredena je na
temelju vremena zadrzavanja (RT, engl. retention time) sastojaka na kromatografskoj koloni i
odgovaraju¢ih podataka MS/MS analize. Za pozitivnu identifikaciju analita vrijeme
zadrzavanja analita na kromatogramu uzorka ne smije odstupati vise od 5 % od vremena
zadrzavanja analita na kromatogramu standardnih otopina uz odgovaraju¢i omjer dvaju
tranzicija (RSD < 20 %). U tablicama 16-25 (prilog) prikazana su vremena zadrzavanja
ispitivanih AG-a te su vidljiva vrlo dobra preklapanja vremena zadrzavanja analita i vremena
zadrzavanja standardnih otopina. Takoder su u tablicama 16-25 prikazane vrijednosti
koncentracija ispitivanih analita. Koncentracije pojedinih aminoglikozida u uzorcima mlijeka
su determinirane na temelju dobivenih matriks kalibracijskih krivulja primjenom navedenog
racunalnog programa. U prilogu se nalaze i kromatogrami fragmentacijskih iona za svaki
ispitivani analit, u razli¢itim uzorcima mlijeka, te kromatogram oboga¢enog uzorka M5 (Slika
32-41). Kao §to vidimo iz prilozenih rezultata svi analizirani uzorci mlijeka su zdravstveno

ispravni.
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4.5.1. Odredivanje grani¢ne koncentracije analita (CCa)

Metoda za odredivanje granica kvantifikacije zahtjeva odgovaraju¢u preciznost pod uvjetima

ponovljivosti i tocnosti. U tablici 14 prikazane su MRL vrijednosti i parametri odredeni u

validaciji za svaki pojedinac¢ni analit za matriks mlijeka. Ostali parametri bitni za validaciju

nalaze se u prilogu (Tablica 26)

Tablica 14. MRL vrijednosti i parametri odredenih u validaciji za mlijeko

PARAMETAR
 Ingke) MRL CCamr.  CCoco ne';/ig -
[ng kg™l [ng ko] [ug kg™ (%]
ANALIT
STR 200 kod svih prezivaca 219,5 49,5 51
DSTR 200 kod svih prezivaca 218,4 48,4 4,9
NEO 1500 kod svih vrsta 1591,8 316,7 3,3
PAR Nije odreden MRL 24,3 4,9
SPEC 200 kod svih vrsta 223,2 83,3 19,9
GEN C1 105,1 11,5 13,3
GENT Cla x GENT 100 kod svih sisavaca 105,1 9,4 4,0
GENT C2/2a 105,1 16,6 9,4
APR Nije odreden MRL 21,4 3,4
KAN 150 kod svih vrsta 158,8 31,3 3,1

Granica kvantifikacije pojedinih aminoglikozida u mlijeku odredena je kao najnizi maseni

udio trazenog analita uz odredenu to¢nost i preciznost. Usporedbom koncentracija pojedinih

aminoglikozida u tablicama 16-25 s prorac¢unatim vrjednostima CCa mozemo zakljuciti da su

svi analizirani uzorci mlijeka negativni.
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4.6. REZULTATI REDOVNE KONTROLE REZIDUALNIH
OSTATAKA LIJEKOVA-EFSA

Odlukom Komisije 97/747/EZ propisano je da godiSnji broj uzoraka treba biti jedan od
15.000 tona godisnje proizvedenog mlijeka, s najmanje 300 uzoraka. U 2014. godini sve
drzave c¢lanice EU ispunile su minimalne zahtjeve za broj uzoraka (EFSA, 2016). Koli¢ina

proizvodnje i broj uzoraka analiziranih u svakoj drzavi ¢lanici dani su u tablici 15.

Tablica 15. Koli¢ina proizvodnje i broj ciljanih uzoraka prikupljenih za mlijeko

Dryava I_(oliéin_a Broj uzoraka | Broj testiranih
proizvodnje [t] (2014.9.) uzoraka /15000 t
Austrija 3413021 347 1,5
Belgija 3222 409 861 4,0
Bugarska 442 508 298 10,1
Hrvatska 803 652 1084 20,2
Cipar 153 913 3604 351,2
Ceska 2 740 700 312 1,7
Danska 4 500 000 928 3,1
Estonija 721 246 653 13,6
Finska 2220198 309 2,1
Francuska 24 702 693 1781 1,1
Njemacka 29 782 354 2019 1,0
Grcka 1817129 632 5,2
Madarska 814 813 313 5,8
Irska 5515614 1194 3,2
Italija 10 597 572 2323 3,3
Letonija 874 000 728 12,5
Litva 1 394 558 303 3,3
Luxemburg 287 000 300 15,7
Malta 43 566 277 95,4
Nizozemska 11 852 000 2 035 2,6
Poljska 12 237 315 2 608 3,2
Portugal 1 861 404 643 5,2
Rumunjska 1518 927 330 3,3
Slovacka 1281915 543 6,4
Slovenija 529 000 325 9,2
Spanjolska 6 890 100 1137 2,5
Svedska 2 870 000 312 1,6
Ujedinjeno 13 359 204 3334 37
Kraljevstvo
Ukupno (EU 28) 146 446 811 29 533 3,0
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Od ukupno 29 533 analiziranih uzoraka mlijeka, bilo je 35 uzoraka koji nisu u skladu s datim
kriterijima (0,12%). Za B1 skupinu spojeva Sest drzava ¢lanica prijavilo je ukupno 20 uzoraka
koji nisu sukladni pravilniku o rezidualnim ostacima antibiotika u prehrambenim
proizvodima. Usporedbom rezultata analize uzoraka mlijeka drzava ¢lanica EU s rezultatima
ovog rada mozemo vidjeti da je ucCestalost pojave rezidualnih ostataka aminoglikozida
(skupina antibiotika) u uzorcima mlijeka izrazito mala. U ovom radu su koncentracije
aminoglikozida bile ispod MRL vrijednosti objavljenih od strane Europske agencije za

lijekove.
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju eksperimentalno dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti
sljedece:
1. Optimizirana je LC-MS/MS metoda za odredivanje spojeva (aminoglikozida) iz

skupine antibiotika.

2. Utjecaj matriksa na metodu kompenzira se primjenom matriks kalibracijskih

krivulja i dodatkom internog standarda.

3. Iz wuzoraka mlijeka uspjeSno je determinirana prisutnost streptomicina,
dihidrostreptomicina, spektinomicin hidrata, apramicina, kanamicina, neomicina,
paromomicina, gentamicina C1, Cla i C2/2a prac¢enjem produkata viSestrukih

prijelaznih reakcija molekulskog iona (MRM).

4. Nakon §to su provjereni validacijski parametri, metoda je primjenjena na 55
uzoraka mlijeka razliCitih prema podrijetlu i vrsti te je s obzirom na rezultate

proracuna zakljuceno da su ispitivani uzorci mlijeka zdravstveno valjani.

5. LC-MS/MS je potvrdna metoda za analizu rezidua antibiotika koja je tocna,
selektivna, osjetljiva, precizna te automatizirana i primjenjiva na Sirok raspon

analita i vrsta uzoraka.
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7. PRILOZI
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Slika 32. Kromatogrami fragmentacijskih iona za SPEC: a) uzorka 1242, b) obogacenog
uzorka M5
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Slika 33. Kromatogrami fragmentacijskih iona za DSTR: a) uzorka 1144, b) obogacenog
uzorka M5
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Slika 34. Kromatogrami fragmentacijskih iona za STR: a) slijepe probe
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Slika 35. Kromatogrami fragmentacijskih iona za KAN: a) uzorak 1127, b) obogacenog
uzorka M5
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Slika 36. Kromatogrami fragmentacijskih iona za PAR: a) uzorak 1248, b) obogacenog
uzorka M5
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Slika 37. Kromatogrami fragmentacijskih iona za GEN C2/2a: a) uzorak 1127, b) obogac¢enog
uzorka M5
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Slika 38. Kromatogrami fragmentacijskih iona za GEN C1: a) uzorak 1127, b) obogacenog
uzorka M5
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Slika 39. Kromatogrami fragmentacijskih iona za GEN Cla: a) uzorak 1138, b) obogac¢enog
uzorka M5
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Slika 40. Kromatogrami fragmentacijskih iona za APR: a) uzorak 1109, b) obogacenog
uzorka M5
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Slika 41. Kromatogrami fragmentacijskih iona za NEO: a) uzorak 1250, b) obogacenog
uzorka M5



Tablica 16. Eksperimentalno dobiveni rezultati za spektinomicin hidrat

Spektinomicin hidrat

Uzorci RT [;Ifgol?g:l] Uzorci RT [plfgol?g(]:'.l] Uzorci RT [llf;oi? 5_'1]
M1 2.73 35.48 1226 2.75 0 M1 2.73 60.86
M2 2.77 309.33 1227 2.58 0 M2 2.74 96.91
M3 2.75 262.52 1236 2.77 0 M3 2.74 222.17
M4 2.74 435.39 1242 2.75 0 M4 2.74 414.95
M5 2.71 558.02 1248 2.61 0 M5 2.75 979.50
1101 2.62 0 1250 2.82 0 701 2.72 32.98
1102 2.74 0 M1 2.74 70.70 753 2.76 33.50
1104 2.77 0 M2 2.72 74.18 756 2.81 32.30
1109 2.76 0 M3 2.74 171.15 773 2.79 33.52
1110 2.74 0 M4 2.75 323.81 774 2.70 32.26
1126 2.72 0 M5 2.73 596.14 778 2.81 32.72
1127 2.76 0 952 2.74 45.77 780 2.79 32.40
1138 2.74 0 957 2.61 45.79 784 2.62 32.22
1139 2.80 0 963 2.85 47.37 785 2.71 36.04
1143 2.74 0 989 2.72 45.87 786 2.71 37.37
1144 2.77 0 990 2.73 46.03 804 2.68 32.91
1145 2.76 0 995 2.67 45.83 807 2.75 32.72
1159 2.84 0 996 291 46.04 808 2.68 32.14
1166 2.79 0 1019 2.76 46.33 813 2.77 32.58
1167 3,11 0 1020 2.78 4561 838 2.70 33.80
1168 2.75 0 1021 2.80 45.90 851 2.77 33.87
1187 2.70 0 1029 2.80 45.76 863 3.08 33.41
1188 2.72 0 1034 2.76 45,93
1221 2.76 0 1081 3.19 45.74




Tablica 17. Eksperimentalno dobiveni rezultati za dihidrostreptomicin

Dihidrostreptomicin

Uzorci RT [;EOQS-E] Uzorci RT [;t<gol? gc_.l] Uzorci RT [;rgol?g:l]
M1 3.83 35.53 1226 3.88 10.63 M1 3.83 35.54
M2 3.83 51.85 1227 3.82 10.65 M2 3.84 53.09
M3 3.83 93.20 1236 3.86 10.63 M3 3.84 95.10
M4 3.83 178.14 1242 3.83 10.63 M4 3.84 176.70
M5 3.83 315.98 1248 3.83 10.63 M5 3.84 319.29
1101 3.85 10.63 1250 3.82 10.63 701 3.81 19.95
1102 3.83 11.42 M1 3.83 41.54 753 3.65 19.81
1104 3.80 10.64 M2 3.82 51.94 756 3.80 19.78
1109 3.79 10.63 M3 3.82 84.76 773 3.84 19.79
1110 3.84 10.62 M4 3.83 147.98 774 3.81 20.58
1126 3.88 10.62 M5 3.81 338.28 778 3.86 19.76
1127 3.85 10.63 952 3.81 30.99 780 3.86 20.01
1138 3.82 10.63 957 3.82 30.99 784 3.82 19.86
1139 3.82 10.63 963 3.85 31.02 785 3.83 20.09
1143 3.90 10.64 989 3.89 31,00 786 3.83 32.92
1144 3.83 10.64 990 3.81 31.01 804 3.84 21.49
1145 3.80 10.63 995 3.78 31,01 807 3.83 20.71
1159 3.85 10.62 996 3.82 31,00 808 3.84 20.38
1166 3.83 10.74 1019 3.77 31.08 813 3.80 20.32
1167 3.82 12.16 1020 3.85 30.99 838 3.84 20.93
1168 3.95 10.64 1021 3.79 31,00 851 3.81 21.10
1187 3.87 10.62 1029 3.84 31,00 863 3.83 20.50
1188 3.93 10.62 1034 3.83 31.04
1221 3.85 10.63 1081 3.83 30.99




Tablica 18. Eksperimentalno dobiveni rezultati za streptomicin

Streptomicin
Uzorci RT [;Ifgol?g:l] Uzorci RT [ngOI?gC"l] Uzorci RT “t;ol?g_'l]
M1 3.89 35,77 1226 3.95 9.71 M1 3.90 32,68
M2 3.90 52,65 1227 4.05 9.64 M2 3.89 53,80
M3 3.89 93,48 1236 3.90 9.66 M3 3.90 101,21
M4 3.89 176,46 1242 3.91 9.74 M4 3.90 180,48
M5 3.90 316,85 1248 3.89 9.85 M5 3.90 314,48
1101 3.92 9.64 1250 3.95 9.62 701 3.92 11.48
1102 3.97 10.39 M1 3.88 39.14 753 3.87 11.34
1104 3.91 9.79 M2 3.88 51.97 756 3.94 11.46
1109 3.89 9.74 M3 3.88 88.73 773 3.88 11.34
1110 3.92 9.80 M4 3.88 153.79 774 3.95 11.36
1126 3.86 9.60 M5 3.88 333.32 778 3.95 11.71
1127 3.87 9.61 952 3.92 26.14 780 3.92 11.82
1138 3.86 9.61 957 3.93 26.14 784 3.96 11.56
1139 3.95 9.63 963 3.92 26.19 785 3.83 11.81
1143 3.95 9.63 989 3.90 26.23 786 3.90 11.61
1144 3.89 9.67 990 3.87 26.24 804 3.87 11.41
1145 3.87 9.67 995 3.88 26.15 807 3.88 11.36
1159 3.92 9.61 996 3.84 26.22 808 4,00 11.37
1166 3.81 13.36 1019 3.91 26.22 813 3.94 11.39
1167 3.88 9.81 1020 3.87 26.14 838 3.99 11.55
1168 3.87 9.75 1021 3.91 26.15 851 3.88 11.39
1187 3.98 9.64 1029 3.91 26.14 863 3.87 11.33
1188 3.92 9.64 1034 3.90 26.73
1221 3.85 9.61 1081 3.90 26.18




Tablica 19. Eksperimentalno dobiveni rezultati za kanamicin

Kanamicin
Uzorc RT [;Ifgol?g:l] Uzorci RT [plfgol?g(]:'.l] Uzorci RT “t;ol?g_'l]
M1 4.45 22,68 1226 4.43 0 M1 4.47 18,81
M2 4.46 43,34 1227 4.46 0 M2 4.47 38,64
M3 4.45 69,07 1236 4.49 0 M3 4.47 81,84
M4 4.45 154,35 1242 4.39 0 M4 4.47 163,57
M5 4.46 223,09 1248 4,50 0 M5 4.47 215,33
1101 4.45 0 1250 4.48 0 701 4.47 0
1102 4.48 0 M1 4.44 28.08 753 4.50 0
1104 4.49 0 M2 4.44 39.30 756 4.44 0
1109 4.48 0 M3 4.44 69.02 773 4.43 0
1110 4.41 0 M4 4.44 142.18 774 4.46 0
1126 4.48 0 M5 4.44 231.35 778 4.53 0
1127 441 0 952 4.45 0.25 780 4.33 0
1138 4.45 0 957 4.45 0.26 784 4.50 0
1139 4.46 0 963 4.46 0.26 785 4.50 0
1143 4.41 0 989 4.43 0.16 786 4.45 0
1144 4.43 0 990 4.44 0.21 804 4.45 0
1145 4.45 0 995 4.46 0.17 807 4.48 0
1159 4.46 0 996 4.43 0.18 808 4.47 0
1166 4.47 0 1019 4.40 0.58 813 4.56 0
1167 4.44 0 1020 4.44 0.33 838 4.43 0
1168 441 0 1021 4.45 0.17 851 4.49 0
1187 4.53 0 1029 4.46 0.21 863 4.50 0
1188 4.42 0 1034 4.45 0.20
1221 4.46 0 1081 4.41 0.20




Tablica 20. Eksperimentalno dobiveni rezultati za gentamicin C2/2a

Gentamicin C2/2a
Uzorc RT [;Ifgol?g:l] Uzorci RT [plfgol?g(]:'.l] Uzorci RT “t;ol?g_'l]
M1 511 13.14 1226 5.06 6.83 M1 512 14.61
M2 5.07 22.98 1227 5.01 6.81 M2 5.10 20.92
M3 5.06 37.00 1236 5.04 6.81 M3 5.11 39.10
M4 5.05 74.96 1242 5.06 6.81 M4 5.12 78.81
M5 5.03 131.40 1248 5,00 6.81 M5 5.11 128.79
1101 5.10 6.83 1250 5.02 6.81 701 5.12 411
1102 5.05 6.84 M1 5.12 14.89 753 5.14 4.08
1104 5.04 6.82 M2 5.11 18.23 756 5.07 4.09
1109 4.98 6.82 M3 5.07 39.01 773 5.06 4.07
1110 4.99 6.81 M4 5.05 77.75 774 5.08 4.07
1126 5.01 6.81 M5 5.02 129.49 778 5.09 4.07
1127 4.98 6.81 952 5.03 7.05 780 5.10 4.07
1138 4.98 6.81 957 4,96 7.04 784 5.09 4.07
1139 5.02 6.82 963 5.01 7.05 785 5.13 4.07
1143 5.01 6.81 989 4.98 7.04 786 5.14 4.42
1144 5.11 6.87 990 5.09 7.05 804 5.10 4,11
1145 5.06 6.82 995 5.03 7.04 807 5.10 4.09
1159 5.09 6.82 996 5.03 7.04 808 5.15 4.08
1166 5.04 6.82 1019 4,99 7.23 813 5.10 4.06
1167 5.09 6.81 1020 5.02 7.06 838 5.16 4.08
1168 5.11 6.82 1021 4.99 7.06 851 5.13 4.07
1187 5.04 6.81 1029 5.01 7.04 863 5.11 4.07
1188 4.98 6.81 1034 5.08 7.06
1221 5.01 6.95 1081 5.10 7.11




Tablica 21. Eksperimentalno dobiveni rezultati za gentamicin C1

Gentamicin C1
Uzorcl RT [;EOQS-E] Uzorci RT [plfgol?g(]:'.l] Uzorci RT [llf;oi? 5_'1]
M1 5.11 9.75 1226 5.09 5.74 M1 5.14 12.39
M2 5.10 14.52 1227 5.10 5.74 M2 5.15 15.82
M3 5.08 26.54 1236 5.01 5.73 M3 5.14 26.34
M4 5.07 58.11 1242 5.03 5.73 M4 5.14 51.25
M5 5.06 92.90 1248 5.13 5.73 M5 5.14 97.97
1101 5.08 5.74 1250 5.04 5.73 701 5.12 7.33
1102 5.10 5.74 M1 5.11 9.50 753 511 7.32
1104 5.03 5.74 M2 5.11 12.50 756 5.18 7.32
1109 5.06 5.73 M3 5.08 28.92 773 5.16 7.32
1110 5.11 5.73 M4 5.07 62.89 774 5.19 7.31
1126 5.06 5.73 M5 5.06 89.28 778 5.16 7.31
1127 5.07 5.73 952 5.10 3.18 780 5.10 7.31
1138 5.06 5.73 957 5.01 3.18 784 5.16 7.31
1139 5.03 5.74 963 5.03 3.18 785 511 7.32
1143 5.08 5.73 989 5.07 3.18 786 5.14 7.48
1144 5.07 5.76 990 5.10 3.18 804 511 7.32
1145 5.10 5.74 995 5.08 3.18 807 5.17 7.31
1159 5.06 5.74 996 5.06 3.18 808 511 7.31
1166 5.10 5.74 1019 5.01 3.25 813 511 7.31
1167 5.08 5.74 1020 5.07 3.18 838 5.14 7.32
1168 5.14 5.74 1021 5.08 3.18 851 5.11 7.32
1187 5.17 5.73 1029 5.09 3.18 863 5.15 7.31
1188 5.06 5.73 1034 5.10 3.19
1221 5.06 5.79 1081 5.08 3.21




Tablica 22. Eksperimentalno dobiveni rezultati za apramicin

Apramicin
Uzorel RT [;Ifgol?g"l] Uzorci RT [;OQS-'l] Uzorci RT [;2035-3]
M1 5.10 12.82 1226 5.09 0 M1 5.15 15.98
M2 5.09 30.45 1227 5.08 0 M2 5.15 24.86
M3 5.08 47.55 1236 5.04 0 M3 5.15 50.61
M4 5.08 104.24 1242 5.05 0 M4 5.15 100.53
M5 5.08 147.30 1248 5.05 0 M5 5.15 150.11
1101 5.09 0 1250 5.10 0 701 5.18 0.40
1102 5.07 0 M1 5.10 15.33 753 5.14 0.40
1104 5.06 0 M2 5.08 23.89 756 5.14 0.29
1109 5.05 0 M3 5.08 53.12 773 5.24 0.30
1110 5.11 0 M4 5.08 103.44 774 5.14 0.27
1126 5.10 0 M5 5.07 146.82 778 5.29 0.29
1127 511 0 952 5.09 0 780 5.21 0.27
1138 5.09 0 957 5.07 0 784 5.15 0.28
1139 5.07 0 963 5.07 0 785 5.18 0.34
1143 5.07 0 989 5.08 0 786 5.16 1.55
1144 5.08 0 990 5.04 0 804 5.12 0.33
1145 5.07 0 995 5.08 0 807 5.12 0.28
1159 5.07 0 996 5.03 0 808 5.18 0.27
1166 5.08 0 1019 5.05 0 813 5.17 0.28
1167 5.10 0 1020 5.08 0 838 5.16 0.28
1168 5.07 0 1021 5.05 0 851 5.15 0.34
1187 511 0 1029 5.10 0 863 5.19 0.27
1188 5.03 0 1034 5.09 0
1221 5.07 0 1081 5.08 0




Tablica 23. Eksperimentalno dobiveni rezultati za paramomicin

Paramomicin
zorel | pr “lKgol?g;l] Uzorci | RT [éoﬁg:l] Uzorci | RT [éocgjl]
M1 5,04 12.62 1226 5,08 0 M1 5.07 16.28
M2 5,03 22.07 1227 5,05 0 M2 5.08 25.71
M3 5,03 49.96 1236 5,12 0 M3 5.08 48.43
M4 5,02 114.75 1242 5,04 0 M4 5.08 97.46
M5 5,08 140.91 1248 5,13 0 M5 5.09 152.86
1101 5,21 0 1250 5,10 0 701 5.10 3.97
1102 5,05 0.03 M1 5.12 14.44 753 5.04 3.92
1104 5,04 0 M2 5.11 22.72 756 5.14 3.92
1109 5,06 0 M3 5.07 55.05 773 5.13 3.87
1110 5,02 0 M4 5.05 111.66 774 5.18 3.87
1126 5,00 0 M5 5.02 140.98 778 5.14 3.90
1127 5,05 0 952 5.03 0 780 5.05 3.88
1138 5,05 0 957 4.96 0 784 5.14 3.87
1139 4,98 0 963 5.01 0 785 5.10 3.97
1143 5,01 0 989 4.98 0 786 5.10 5.10
1144 511 0.45 990 5.09 0 804 5.07 3.97
1145 5,07 0 995 5.03 0 807 5.08 4.03
1159 5,04 0 996 5.03 0 808 5.09 3.87
1166 5,05 0 1019 4.99 0 813 5.04 3.90
1167 511 0 1020 5.02 0 838 5.10 3.89
1168 511 0 1021 4.99 0 851 5.14 3.93
1187 5,04 0 1029 5.01 0 863 5.14 3.87
1188 5,00 0 1034 5.08 0
1221 5,08 0.24 1081 5.10 0




Tablica 24. Eksperimentalno dobiveni rezultati za gentamicin Cla

Gentamicin Cla
Uzorc RT [quOI?g(]:"l] Uzorci RT [;t<gol? gc_.l] Uzorci RT [éol?g_'l]

M1 5.16 8.45 1226 5.15 1.89 M1 5,23 9,94
M2 5.16 14.67 1227 5.14 1.87 M2 5,23 14,19
M3 5.16 26.69 1236 5.13 1.87 M3 5,22 27,21
M4 5.16 55.82 1242 5.13 1.86 M4 5,22 54,21
M5 5.16 85.87 1248 5.13 1.86 M5 5,23 87,11
1101 5.15 1,90 1250 5.14 1.87 701 5,22 2,05
1102 5.14 1.89 M1 5.16 9.11 753 517 2,06
1104 5.14 1.88 M2 5.16 12.39 756 521 2,05
1109 5.16 1.87 M3 5.16 29.17 773 517 2,00
1110 5.16 1.87 M4 5.16 57.64 774 5,29 2,05
1126 5.14 1.86 M5 5.17 84.15 778 5,09 2,08
1127 5.15 1.87 952 5.14 0 780 5,26 2,05
1138 5.15 1.87 957 5.14 0 784 521 2,01
1139 5.14 1.87 963 5.14 0 785 5,20 2,01
1143 5.17 1.86 989 5.14 0 786 5,22 2,72
1144 5.14 1.96 990 5.15 0 804 5,22 2,09
1145 5.13 1.88 995 5.17 0 807 5,18 2,06
1159 5.14 1.87 996 5.12 0 808 5,28 2,04
1166 5.17 1.88 1019 511 0.16 813 5,27 2,01
1167 5.13 1.87 1020 5.14 0.01 838 5,24 2,06
1168 5.17 1.87 1021 5.12 0 851 5,19 2,05
1187 5.15 1.86 1029 5.18 0 863 5,22 2,02
1188 5.13 1.86 1034 5.13 0

1221 5.12 2,00 1081 5.15 0.01




Tablica 25. Eksperimentalno dobiveni rezultati za neomicin

Neomicin
Vzorel | or [;I;OQS-'l] Uzorci | RT “gol?g;l] Uzorci | RT “'fgol?g;l]
M1 | 608 | 191.87 | 1226 | 6.08 0 M1 | 632 | 30437
M2 | 6.08 | 33374 | 1227 | 6.09 0 M2 | 632 | 36238
M3 | 6.08 | 74950 | 1236 | 6.08 0 M3 | 630 | 654.92
M4 | 608 | 1711.12 | 1242 | 6.08 0 M4 | 6.28 | 1303.16
M5 | 6.07 | 2119.61 | 1248 | 6.09 0 M5 | 6.23 | 2418.38
1101 | 6.09 0 1250 | 6.08 0 701 | 631 | 18851
1102 | 6.09 0 M1 | 611 | 21524 | 753 | 6.32 | 190.75
1104 | 6.09 0 M2 | 611 | 34235 | 756 | 629 | 18531
1109 | 6.08 0 M3 | 609 | 82681 | 773 | 6.30 | 181.98
1110 | 6.09 0 M4 | 609 | 168150 | 774 | 6.5 | 181.65
1126 | 6.09 0 M5 | 609 | 210982 | 778 | 6.32 | 182.08
1127 | 6.09 0 952 | 6.12 0 780 | 6.31 | 18185
1138 | 6.09 0 957 | 6.12 0 784 | 6.26 | 18151
1139 | 6.11 0 963 | 6.12 0 785 | 6.29 | 181.80
1143 | 6.09 0 989 | 6.3 0 786 | 6.29 | 24537
1144 | 6.08 | 6.16 990 | 6.12 0 804 | 625 | 187.45
1145 | 6.09 0 995 | 6.12 0 807 | 6.33 | 18237
1159 | 6.09 0 996 | 6.11 0 808 | 6.28 | 18207
1166 | 6.09 0 1019 | 6.11 0 813 | 6.30 | 181.96
1167 | 6.10 0 1020 | 6.12 0 838 | 6.25 | 18156
1168 | 6.08 0 1021 | 6.11 0 851 | 6.31 | 181.88
1187 | 6.09 0 1029 | 6.11 0 863 | 6.34 | 18162
1188 | 6.09 0 1034 | 611 0
1221 | 609 | 319 | 1081 | 6.0 0




Tablica 26. Validacijska kartica za aminoglikozide u uzorcima mlijeka

PARAMETAR

ANALIT Co[ng kg™] CwmrL [pg kg] LOD | LOQ ne';/igzrrrr‘]%st Iskoristenje
CCa |CCoaX | CCB |CCBZ| CCa |CCaZ | CCB | CCBX | [ngkg?] | [ngkg’] [9%] [%6]
Apramicin 21,4 31,9 3,47 14,13 3,4 100,0
Streptomicin 49,5 81,7 219,5 252,5 6,45 26,08 51 100,3
Dihidrostreptomicin 48,4 78,9 218,4 249,4 4,38 17,81 4,9 100,6
Paromomicin 24,3 39,6 4,87 19,71 4,9 100,2
Neomicin 316,7 468,2 1591,8 1748,8 86,62 351,84 3,3 99,8
Kanamicin 31,3 45,9 158,8 173,8 6,59 26,87 3,1 100,0
Spektinomicin 83,3 122,1 223,2 262,3 19,24 77,81 19,9 102,5
Gentamicin C1 11,5 33,0 13,8 351 1248 | 105,1 | 166,1 | 110,2 0,81 3,11 13,3 99,0
Gentamicin Cla 9,37 33,0 10,3 351 107,6 | 105,1 | 120,1 | 110,2 0,57 2,18 4,0 99,9
Gentamicin C2/2a 16,6 33,0 20,5 35,1 117,5 105,1 146,7 110,2 2,00 7,68 94 99,7
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