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1. UVOD

Koegzistencija Covjeka s ostalim zivim svijetom i okoliSem je podjednako povoljna i
nepovoljna. Za prezivljenje ljudske populacije, zivotinje 1 biljke su neophodne, no u tom odnosu
potrebno je zadovoljiti potrebe svih strana, kao i okolisa, kako bi taj odnos bio odrziv i siguran
za sve. Zbog brojnih slabosti u tim odnosima, javlja se potreba za razvoj koncepta koji
objedinjuje potrebe i djeluje holisticki, osigurava zdrav zivot Covjeka, Zivotinja, biljaka i
siguran okoli§. Takav koncept se naziva ,,One Health“ koncept i predstavlja kompleksnu
filozofiju koja se razvila kao odgovor na pojavu brojnih zoonoza, grupe zaraznih bolesti koje
su zajednicke ljudima i nekim zivotinjama, a prelaze s Zivotinja na ljude i obrnuto (Bhatia,
2019).

Kako bi se smanjila oboljenja kod zivotinja, te istovremeno povecao njihov prirast, u uzgoju se
Cesto koriste antibiotici. Antibiotici su specifi¢ni proizvodi mikrobnog metabolizma koji imaju
visoku fizioloSku aktivnost prema odredenim grupama mikroorganizama (bakterije, plijesni,
protozoe, virusi) ili zlo¢udnih tumora, sprecavaju¢i im rast ili uniStavajuc¢i ih. Problem s
koriStenjem antibiotika u uzgoju Zivotinja, javlja se zbog mogucih ostataka antibiotika u hrani,
Sto predstavlja opasnost za buduce potrosace.

Cilj ovog rada je bio provesti analizu rezidua B-laktamskih antibiotika u kravljem i kozjem
mlijeku i razviti metodu za odredivanje rezidua B-laktamskih antibiotika primjenom tekuéinske

kromatografije i spektrometrije masa visoke rezolucije (UHPLC/Q-TOF-MS).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ,,One Health* koncept i ostaci antibiotika u hrani

Preteca naziva ,,One Health* bio je ,,One Medicine®, koji je predlozio Dr. Calvin Schwabe u
svojoj knjizi ,,Veterinarska medicina i ljudsko zdravlje®. Schwabe se smatra ocem moderne
epidemiologije i zacCetnikom ,,One Health* koncepta (Garcia i1 sur., 2019). ,,One Health*
koncept obuhvaca zdravlje ljudi, Zivotinja i ekosustava te njegova primjena ima potencijal u
poboljsanju globalnog zdravlja i zivota (Slika 1). Cilj je osigurati zdravu okolinu i pravilno
tretiranje zivotinja u proizvodnji hrane, a posebice mlije¢nih proizvoda, osigurati ispravnu
hranu krajnjem potrosacu te smanjiti zagadenje okolisa, voda te smanjiti opasne kemikalije u
sveukupnoj proizvodnji. Takoder, cilj koncepta je zadovoljiti zdravlje pojedinca, populacije i
ekosustava. Ovaj pristup nam pokazuje vaznost interdisciplinarnosti u svrhu o¢uvanja ¢itavog
zivog svijeta. ,,One Health™ naziv je prvi put upotrijebljen nakon Sirenja teSkog akutnog
respiratornog sindroma (SARS) poc¢etkom 2003. godine, nakon kojeg je uslijedilo Sirenje pticje
gripe (H5N1). Pojava SARS-a je pokazala kako se nepoznati patogen moze iznenada pojaviti,
ugroziti zdravlje Citave ljudske populacije, drustvo i ekonomiju. Osim toga, ovakva pandemija
je ukazala na potrebu brzih reakcija i pripremljenosti. RjeSavanje problema izazvanih
patogenima nevidljivim ljudskom oku, moguce je jedino uz globalnu kooperaciju te pokazuje
nuznost postojanja ,,One Health* koncepta (Mackenzie i Jeggo, 2019). Brz razvoj ovakvih
bolesti upucuje na vaznost primjene koncepta te potrebu za njegovom kompleksnoscu i
sveobuhvatnoscu, kako bi se moglo sprijeciti, smanjiti 1 tretirati bolesti.

Mlije¢ni proizvodi, koji su pasterizirani i ispravno procesirani, u razvijenim zemljama, imaju
visok stupanj sigurnosti konzumacije. Problem se javlja pri konzumaciji nepasteriziranog
mlijeka u razvijenim zemljama gdje postoji manjak regulacije mlije¢ne industrije. U takvoj
situaciji, mlije¢ni proizvodi su ,,vektori* za transmisiju zoonoza te mogu sadrzavati ostatke
antibiotika. Razvoj genomike doveo je do detaljnijeg istraZivanja mikrobioma, simbiotske
poveznice bioaktivnih komponenti ljudskog i kravljeg mlijeka te vazne sastavnice,
Bifidobacterium. Novorodencad i djeca, Cija je mikrobiota kolonizirana s Bifidobacterium,
imaju razvijenu intestinalnu mikrobiotu s zaStitnom ulogom. Djeca kojoj su prepisani antibiotici
ili su izlozeni ostacima antibiotika, izlozeni su veéem riziku poremecaja temeljnih bakterija
gastrointestinalnog trakta jer su Bifidobacterium izrazito osjetljive na antibiotike (Garcia i sur.,
2019).
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Slika 1. ,,One Medicine* koncept koju je predlozio Dr. Calvin Schwabe (Garcia i sur., 2019)

Pretjerano koristenje antibiotika kod ljudi, zivotinja i u industrijskim sektorima, dovelo je do
stvaranja globalne prijetnje zdravstvu i sveopéem zdravlju, zbog organizama otpornih na
antibiotike. Rezultat toga je i ostatak antibiotika u hrani, Sto dodatno povecava potrebu za
primjenom ,,One Health* koncepta na samom pocetku proizvodnje hrane, posebice mlije¢nih
proizvoda. Jedan od nacina provodenja koncepta je ,,HACCP*, engleska kratica za ,,Hazard
Analysis and Critical Control Point*“. Mozemo ga definirati kao proces analize opasnosti i
kriti¢nih kontrolnih to¢aka koji obuhvaca cijeli niz preventivnih postupaka s krajnjim ciljem —
osiguravanje zdravstveno ispravne hrane. Baziran je na znanstvenim ¢injenicama.
Najjednostavnije se moze re¢i da je HACCP zapravo sustav samokontrole, ali 1 sustav kvalitete
kojim osiguravamo neskodljivost hrane. Jedna od takvih kontrola je i kontrola ostataka [3-
laktamskih antibiotika, kako bi se prevenirala pojava ostataka antibiotika u koli¢ini vecoj od

NDK (najvece dopustene koli¢ine). Utvrdivanje antibiotickih ostataka u mlijeku i mlije¢nim
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proizvodima je nuznost i cilj djelovanja ,,One Health® koncepta u unaprjedenju zivota,
osiguravanju nutritivno bogate i sigurne hrane (Slika 2).

Intramamarni tretmani koriste se u prevenciji i tretiranju infekcija u suhostaju krava. Uporaba
antibiotika tijekom tretmana dovodi pojave patogena rezistentnih na antibiotike (Garcia i sur.,
2019.)
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Slika 2. ,,One Health* pristup u proizvodnji mlije¢nih proizvoda (Garcia i sur., 2019)

2.1.1. MenadZment dinamike mlije¢nih proizvoda ,,One Health* koncepta

MenadZzment dinamike mlije¢nih proizvoda ili ,,Dairy Dynamic Management (DDM) je pristup
,One Health* koncepta u proizvodnji mlijecnih proizvoda, koji se bavi sigurnosc¢u i kvalitetom
mlijeka te pretpostavlja kako se sigurnost i kvaliteta mlijeka osiguravaju na farmi. Ovaj pristup
je zasnovan na filozofiji ,,One Health* koncepta i koristi se u rjesavanju problema ve¢ na
pocetku proizvodnje. Stru¢ni tim ¢ine znanstveni suradnici koji shvacaju da sigurnost hrane
zapocinje na farmi i opasnost bolesti koje se mogu prenijeti medu Zivotinjama, ljudima 1
okolisem (Slika 3). Ovaj pristup je nuzan za povecanje globalne proizvodnje hrane, s
istodobnim osiguravanjem sigurnih uvjeta, kao i proizvodnje nutritivno bogate hrane. (Garcia i
sur., 2019).
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Slika 3. Hijerarhija menadzmenta u proizvodnji mlije¢nih proizvoda (Garcia i sur., 2019)

Cjepiva, mikrobni proizvodi, fitokemikalije, imunoloski proizvodi i enzimi uklapaju se u ideju
,One Health* pristupa u proizvodnji mlije¢nih proizvoda kao alternativni oblici antibiotika u
organskom uzgoju s ciljem prevencije bolesti koriStenjem organskih i ekoloski prihvatljivih
proizvoda koji ne predstavljaju zdravstveni rizik ljudima, Zivotinjama ili ekosustavu. ,,One
Health* filozofija u proizvodnji mlijecnih proizvoda i menadZmenta odnosi se na Cistu vodu,
sigurnu hranu 1 higijenu putem efektivnog menadzmenta u uzgoju, kao §to je menadzment

dinamike mlije¢nih proizvoda (Garcia 1 sur., 2019).

2.1.2. Ostaci antibiotika u mlijeku i mlijeénim proizvodima i ,,One Health“ koncept

Od njihovog otkrica, antibiotici se primarno koriste u lijeenju i prevenciji humanih i animalnih
bolesti. Osim njihovog terapijskog djelovanja, sposobnost poboljSanja rasta i produktivnosti
hrane, dovela je do Sirenja i koriStenja antibiotika kao stocnih dodataka. Priblizno 80%
zivotinja ukljuéenih u proizvodnju hrane se tretira s veterinarskim lijjekovima u odredenom
dijelu ili tijekom cijelog njihovog Zivota (Bacanli i Basaran, 2019). Svake se godine 63,1511 +

1560 tona antibiotika koristi u uzgoju Zivotinja i proizvodnji hrane diljem svijeta. Globalna



upotreba antimikrobnih lijekova kod zivotinja je dvostruko vec¢a od ljudske upotrebe (Sachi 1
sur., 2019). Po pustanju antibiotika u okolis, vecina je otporna i bioloski aktivna, §to dovodi do
daljnjih komplikacija u njihovoj uporabi. Ostaci antibiotika u hrani mogu imati Stetne ucinke
na ljude, uzrokujuc¢i oSte¢enja organskih sustava, dovodeci i do smrtnih posljedica. Odredeni
Stetni ucinci ostataka antibiotika, kao Sto su alergijske reakcije, nepravilna funkcija probavnog
sustava 1 kroni¢ni toksi¢ni efekti su dokazani kao rezultat izlozenosti antibioticima u niskim

koncentracijama (Chen i sur., 2019).

Ostaci ili rezidui su farmakoloski aktivne supstance, zaostale u hrani animalnog podrijetla,
nakon uporabe veterinarsko-medicinskih proizvoda. Prema Uredbi 470/2009 Europske
Komisije: ,,rezidue farmakoloski djelatnih tvari” su sve farmakoloski djelatne tvari, izrazene u
mg kg ili pg kg? na tezinu svjezeg uzorka, bilo da su to djelatne tvari, pomoéne tvari ili su
proizvod razgradnje i njihovi metaboliti koji ostaju u hrani dobivenoj od Zzivotinja. Nakon
ulaska u tijelo zivotinje, veéina lijekova se metabolizira u svrhu detoksikacije 1 ekskrecije. U
pravilu, ve¢ina proizvoda i njihovih metabolita se izlucuje putem urina i u manjoj kolicini
putem fecesa. Medutim, nakon izlu€ivanja, odredena koliina lijeka moZze ostati u mlijeku,

jajima i mesu odredeno vrijeme kao ostatak antibiotika (Sachi i sur., 2019).

Neosporna je ¢injenica da su antibiotici ve¢ zagadili ljudsku zalihu hrane, ukljuc¢ujuci proizvode
dobivene u stocarstvu i1 peradarstvu (meso, jaja, mlijeko), akvakulturi te voée i1 povrce
(Kirchhelle, 2018). Najmanje su tri izvora odgovorna za ostatke antibiotika u stocarskim i
peradarskim proizvodima (meso, mlijeko i jaja):

1. Direktna injekcija za potrebe prevencije 1 lijeCenja bolesti

2. lzravan unos iz krmnog bilja i vode, u kojim se antibiotici koriste kao aditivi za rast

3. Mjesni kontakt, intramamarna ili intrateurinska infuzija

Antibiotska rezistencija u mlijeku je sve veci razlog za brigu i vecina ostataka antibiotika u
mlijeku rezultat je svakodnevnog koristenja lijekova za tretiranje mastitisa goveda te hrane
kontaminirane ostacima antibiotika. Komercijalna proizvodnja etanola predstavlja sektor u
kojem se gomilaju ostaci antibiotika, ali ujedno i zanemaren sektor. Etanol koji se proizvodi od
kukuruza, proizvodi se fermentacijom koriste¢i kulture kvasca. Kulture kvasca su cesto
kontaminirane s bakterijama mlije¢ne kiseline. Kako bi se prevenirala proliferacija bakterijskih
kontaminanata, brojni proizvodaci etanola koriste ogromne koli¢ine antibiotika u

fermentacijskom procesu. Ovo dovodi do dodatnog problema, jer se ostaci kukuruza iz
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proizvodnje prodaju kao zivotinjska hrana proizvoda¢ima mesne i mlijecne industrije. Iako
nesrodna industrija mlijecnoj, komercijalna proizvodnja etanola je jedan od puteva ulaska
ostataka antibiotika na farmu te tako utjece na sigurnost hrane, ljudskog i zivotinjskog zdravlja
1 pokazuje potrebu za ,,One Health* pristupu u animalnoj proizvodnji (Garcia i sur., 2019).

Antibioti¢ki ostatci najéeSc¢e su prisutne inhibitorne tvari u mlijeku koje nepovoljno djeluju na
ljudsko zdravlje, tehnoloska svojstva i kakvoéu mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Ostatci
antibiotika u mlijeku mogu biti posljedica lije¢enja od bilo koje bolesti, oni su kod muznih
zivotinja najcesce prisutni u mlijeku nakon lijeCenja upale vimena. Takoder, koncentracija
izluCenih antibiotickih ostataka u mlijeku ovisi o indvidualnim osobinama grla, zdravstvenom
stanju vimena, koli¢ini i vrsti primljenih antibiotika, koli¢ini proizvedenog mlijeka i nacinu
unoSenja antibiotika u organizam (Samarzija i Antunac, 2002). Zemlje u razvoju su u veéem
riziku od razvijenih, za pojavu rezidua u mlijeku. Razlog tome su nedovoljno opskrbljene
ustanove, kao 1 nedostatak ispravnog sustava za pracenje rezidua u mlijeku, Sto dovodi do veceg

rizika za ostatke antibiotika u mlijeku (Sachi i sur., 2019).

Uredba 470/2009 Europske komisije propisuje postupak za utvrdivanje najveée dopustene
koli¢ine (NDK) ostatka veterinarsko-medicinskog proizvoda u hrani animalnog podrijetla.
Najveca dopustena kolicina je koli¢ina lijeka ili kemikalije koja nije Stetna i odobrena je od
strane regulatornih tijela na ili u hrani, namijenjena je za konzumaciju ljudi 1 Zivotinja 1 izrazava
se umg kg? ili ug kg? svijeze sirovine. Uredbom 37/2010 su propisane farmakoloski djelatne
tvari i klasificirane u odnosu na najveée dopustene koli¢ine rezidua u hrani Zivotinjskog
podrijetla. Mlijeko, kao i1 drugi mlije¢ni proizvodi, koji sadrze ostatke antibiotika iznad NDK,
uzrokuju ozbiljne zdravstvene probleme potrosaca. U tablici 1 su prikazane najvece dopustene
koli¢ine (NDK) ostataka antibiotika u mlijeku, odredene Uredbom 37/2010.



Tablica 1. Najveée dopustene koli¢ine ostataka B-laktamskih antibiotika u mlijeku (Uredba

37/2010)

Farmakoloski
djelatna tvar
(p-laktamski

antibiotik)
Amoksicilin

Ampicilin

Benzilpenicilin

Cefacetril

Cefaleksin

Cefalonij

Cefapirin
Cefazolin
Cefaperazon

Cefkvinom

NDK

4 pg kgt

4 pg kgt

4 pg kgt

100 pg kg*

100 pg kg

20 pg kg

60 pg kg™
50 ug kg™
50 pg kgt

20 pg kg

2.2. B-laktamski antibiotici

Vrsta
Zivotinje

Sve vrste
zivotinja/ za
proizvodnju

hrane

Sve vrste
zivotinja/ za
proizvodnju

hrane

Sve vrste
zivotinja/ za
proizvodnju

hrane

Goveda

Goveda

Goveda

Goveda

Goveda,

ovce i koze

Goveda

Goveda

Farmakoloski
djelatna tvar (p-
laktamski
antibiotik)
Ceftiour

Klavulanska kiselina

Kloksacilin

Dikloksacilin

Nafcilin

Oksacilin

Fenoksimetilpenicilin

NDK

100 pg kgt

200 pg kgt

30 ug kg

30 g kgt

30 ug kg

30 g kgt

Vrsta
Zivotinje

Svi sisavci /
za
proizvodnju
hrane

Goveda

Sve vrste
zivotinja/ za
proizvodnju

hrane

Sve vrste
zivotinja/ za
proizvodnju

hrane
Sve vrste
prezivaca

Sve vrste
zivotinja/ za
proizvodnju

hrane
Nije
primjenjiv

Prema definiciji, antibiotici su specifi¢ni proizvodi mikrobnog metabolizma koji imaju visoku

fiziolosku aktivnost prema odredenim grupama mikroorganizama (bakterije, plijesni, protozoe,

virusi) ili zlo¢udnih tumora, spreavajuci im rast ili unistavajuci ih. Osim prirodnih, dobivenih

mikrobnom biosintezom, postoje sintetski i polusintetski antibiotici odnosno kemijski spojevi

nastali

(Sugkovi¢, 2017).

kemijskom modifikacijom, mikrobnom biosintezom proizvedenih antibiotika



Najupotrebljavanija skupina antibiotika, p-laktami predstavljaju najraSireniju skupinu
antimikrobnih lijekova koji se zbog vrlo snaznog antimikrobnog djelovanja i vrlo niske
toksicnosti naj¢esce koriste u humanoj i veterinarskoj medicini prilikom tretiranja i lijeCenja
bakterijskih infekcija. Ime su dobili po ¢etveroclanom B-laktamskom prstenu koji je sastavni
dio njihove kemijske strukture. Osim sli¢nosti u kemijskoj gradi, B-laktamski antibiotici imaju
isti mehanizam djelovanja te sli¢nosti u farmakologkim i imunoloskim obiljeZjima (Salkovié-
Petrisi¢ i Bradamante, 2014). U B-laktamske antibiotike ubrajaju se penicilini, cefalosporini,
cefamicini, 7-a-formilaminocefalosporini, karbapenemi, oksapenami (klavami), nokardicini i
monobaktami (Slika 4). Mnogi od ovih spojeva imaju slabu antibioti¢ku aktivnost, ali neki
poput klavulanske kiseline (klavami) inhibitori B-laktamaze imaju terapijsku primjenu
(Suskovié, 2017). p-laktami su dobro podnosljivi, efektivni i Eesto pripisivani lijekovi. Izrazito
niske toksi¢nosti, pri cemu se toksi¢nost javlja kao alergijska reakcija pacijenata osjetljivih na
peniciline i cefalosporine te minimalnom reaktivno$¢u uzrokovanom monobaktamima. (Bush i

Bradford, 2016)

o)
penami (penicilini) penemi klavami karbapenemi
s X
SO U =G R = O RS
o o o 0
cefami cefemi (cefalosporini) oksacefami (X=0)  monobaktami

karbacefemi (X=C)

Slika 4. Osnovne strukture p-laktamskih antibiotika (Suskovié, 2017.)

2.2.1. Mehanizam djelovanja p-laktamskih antibiotika

B-laktamski antibiotici imaju bakteriocidno djelovanje i mehanizam njihovog djelovanja se

temelji na inhibiciji biosinteze bakterijske stani¢ne stijenke (Slika 5).



Glikopeptud

Polimer
Glikopeptid
Polimer Mur NAc
Mur NAc é

transpeptidaza

I inhibicija

O D-alanin oy | B-laktamski antibiotici
v
Glikopepud Glikopepud
Polimer Polimer
Mur NAc Mur NAc
-0

Slika 5. Inhibicija sinteze peptidoglikana iz stani¢ne stijenke bakterija pomocu B-laktamskih

antibiotika (Salkovi¢-Petri¢usié¢ i Bradamante, 2014)

Gram-pozitivne i gram-negativne bakterije u svojoj gradi imaju sloj umrezenih polimera
peptidoglikanskih lanaca. Peptidoglikanski sloj ¢ini staniénu stijenku koji obavija
citoplazmatsku membranu bakterijske stanice te osigurava ¢vrstocu, sprjecava lizu stanice pri
visokom osmotskom tlaku i daje stanici oblik. Peptidoglikani, kojih nema u stanicama
zivotinjskog 1 humanog podrijetla, su gradeni od polisaharida, u kojima se izmjenjuju N-
acetilglukozamin i N-acetilmuraminska Kiselina, i pentapeptid koji se pric¢vrS¢uje za N-
acetilmuraminsku kiselinu, a zavrSava D-alanil-D-alanin aminokiselinskim ostatcima.
Nastajanje peptidoglikana ¢ini niz nekoliko reakcija, koje kataliziraju dvije transpeptidaze,
peptidoglikan transpeptidazu i D-alanin karboksipeptidazu. Nakon §to su se vezali za
specificne proteinske receptore bakterija (penicillin binding proteins, PBP), B-laktamski
antibiotici inhibiraju transpeptidacijski enzim koji popre¢no povezuje peptidne lance
pri¢vrs¢ene na peptidoglikansku okosnicu te inaktiviraju inhibitore enzima autolize u stani¢noj
stijenci, §to dovodi do raspadanja bakterije (Solomun Kolanovi¢ i sur., 2011). pB-laktamski
antibiotici su strukturni analozi D-alanil-D-alanin formacije (Slika 6) i kovalentno se vezu za

aktivno mjesto PBP-a, inhibirajuci time reakciju transpeptidacije u posljednjoj fazi nastajanja
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stani¢ne stijenke. Postoji nekoliko vrsta PBP-a koje se razlikuju po afinitetu vezanja -
laktamskih antibiotika te po svojim dodatnim ulogama, osiguravanju StapiCastog oblika
bakterije, spre¢avanju lize i formiranju septuma. p-laktamski antibiotici istovremeno
inaktiviraju vise razli¢itih vrsta PBP-a i djeluju u stanicnom ciklusu selektivno na fazu aktivnog
rasta i sinteze stani¢ne stijenke te dodatno aktivacijom autoliti¢kih enzima. Mikroorganizmi
koji nemaju stani¢nu stijenku (npr. Mycoplasma) ili zbog metaboli¢ke neaktivnosti ne
sintetiziraju peptidoglikane, nisu osjetljivi na p-laktamske antibiotike (Salkovi¢-Petric¢usié i

Bradamante, 2014).

Penicilin D-alanil-D-alanin

Slika 6. Sli¢nost steric¢kih struktura penicilina i D-alanil-D-alanina ( Zeng i Lin, 2013.)

2.2.2. Biosinteza p-laktama

Klasi¢ni B-laktamski antibiotici (penicilini i cefalosporini) su izolirani iz sojeva razli¢tih funga
(plijesni). lako se dugo smatralo da prokarioti ne mogu sintetizirati ove strukture, danas se zna
da aktinomiceti sintetiziraju penicilin N, cefalosporin C i cefamicine (7-metoksi cefalosporini)
pa Cak i neke gram-negativne zemljisne bakterije sintetiziraju molekule nekih cefalosporina.
Prva dva koraka biosinteze penicilina i cefalosporin su identi¢na. Svi prirodni penicilini i
cefalosporini koje proizvode eukariotski ili prokariotski mikroorganizmi se sintetiziraju iz tri
aminokiseline: L-a-aminoadipinske kiseline (L-a-AAA), L-cisteina i L-valina. Prva reakcija
biosintetskog puta je povezivanje L-a- aminoadipinske kiseline, L-cisteina i L-valina u tripeptid
L-5-aminoadipoil-L-cisteinil-D-valin. Reakciju katalizira multifunkcionalni enzim, &-(L-a-

aminoadipoil)-L-cisteinil-D-valin sintetaza, ACV sintetaza (Slika 7).
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Slika 7. ACV sintetaza i prvi korak u biosintezi p-laktama (Suskovié, 2017.)

2.2.3. Mehanizmi bakterijske rezistencije na p-laktamske antibiotike

Mikrobioloska rezistencija na antibiotike (antimikrobna rezistencija, AMR) u danasnje vrijeme
predstavlja ozbiljnu prijetnju javnom zdravlju zbog izrazitog povecanja broja multirezistentnih
bakterija (Roca i sur., 2015). Samo 4 godine nakon pocetka primjene penicilina izolirane su
penicilin-rezistentne bakterije, $to je pokazalo razvoj mogu¢ bakterijske rezistencije u kratkom
periodu. Neki pacijenti ostaju bez terapijskih moguénosti s obzirom da su neke bakterije
rezistentne na sve antibiotike. Razlog tome je uzimanje antibiotika precesto, na $§to bakterije
razvijaju otpornost i izbjegavaju nacine na koje antibiotici djeluju (Martinez, 2014). Glavni
rastu¢i problem je antibioticka rezistencija bakterijskih sojeva vrsta: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, E. faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis,
Klebsiella penumoniae, Acinetobacter baumanii, E. coli, Salmonella i Clostridium difficile
(Sugkovi¢, 2018).
Cetiri su mehanizma bakterijske rezistencije na p-laktamske antibiotike:
1) Inaktivacija antibiotika putem bakterijskih enzima B-laktamaza koje cijepaju -
laktamski prsten, dovode do brze hidrolize te gubitka strukturnog integriteta
molekule antibiotika, a time i njegove antibakterijske aktivnosti. p-laktamaze se

razlikuju 1 prema svojoj specifi¢nosti za inaktivaciju pojedinih vrsta B-laktamskih
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2)

3)

4)

antibiotika, pa one sa specificnom aktivnosti nazivamo penicilinazama,
cefalosporinazama ili karbapenemazama (Slika 8).

Gram-negativne bakterije koje ne luce B-laktamaze mogu bit rezistentne zbog
nemogucénosti ili smanjenog prolaza antibiotika kroz vanjsku nepropusnu
membranu bakterijske stanice koja se nalazi s vanjske strane stani¢ne stijenke (a
nema je u gram-pozitivnih bakterija). -laktamski antibiotici prolaze ovu vanjsku
membranu kroz porinske kanali¢e u membrani, ¢ije odsustvo ili smanjeni broj moze
znaajno smanjiti ulaz B-laktamskih antibiotika i dolazak na mjesto njihovog
djelovanja (PBP) u gram-negativnih bakterija. Ampicilin, amoksicilin i ve¢ina
cefalosporina brzo prolazi kroz porinske kanali¢e E. coli (brze nego penicilin G).
Rezistencija se moze pojaviti zbog brzog izbacivanja B-laktamskog antibiotika
natrag kroz vanjsku membranu putem membranske proteinske crpke. To je naro¢ito
znacajno kod Pseudomonas aeruginosa, te kod E. coli i Neisseria gonorrhoeae,
posebno ako je kombinirano s drugim mehanizmima rezistencije (nedostatak porina,
razgradnja putem [-laktamaza) koji zajedno bitno smanjuju koli¢inu antibiotika
dostupnu za vezanje na PBP-ove.

Rezistencija moze nastati kad je zbog strukturnih promjene PBP-a smanjen afiniteta
PBP-a za vezanje P-laktamskih antibiotika, §to moze biti posljedica mutacije gena
za PBP (penicilin-rezistentni pneumokoki, Neisseria spp.) ili prisutnosti PBP-a
velike molekularne mase koji imaju izuzetno mali afinitet za vezanje ovih
antibiotika (meticilin-rezistentni stafilokoki, Streptococcus pneumoniae). Zbog
slabog afiniteta ovakvi PBP-i ne vezu B-laktamske antibiotike, osim u slucaju
visokih koncentracija antibiotika koje se obi¢no ne postizu uobic¢ajenom klinickom

primjenom.
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oslabljeni prolaz antibiotika kroz vanjsku membranu
- nedostatak/smanjeni broj porinskih kanali¢a
- izbacivanje iz stanice putem proteinske crpke

porinski kanalici i N razgradnja antibiotika
[ N

»
s

| putem B-laktamaza

¥ crpka

{
{ promjena veznog mjesta

L= > | za antibiotik na PBP-u
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proteint koji velu peniciline
(PEP)

vanjska membrana
peptidoglikanski sloj
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”

A

Gram - Gram +
bakterije bakterije

Slika 8. Mehanizmi rezistencije na peniciline i cefalosporine (Salkovié-Petridusié i
Bradamante, 2014.)

2.2.4. Primjena B-laktamskih antibiotika

Penicilini svoju primjenu ¢esto pronalaze u kombinaciji s drugim antimikrobnim lijekovima.
Penicilini s uzim spektrom djelovanja, kao $to su penicilin G i V, imaju dobro djelovanje na
gram-pozitivne i gram-negativne bakterije. Penicilini s $irim spektrom djelovanja (ampicilin,
amoksicilin), djeluju dodatno na gram-negativne bakterije na koje penicilin G ne djeluje (npr.
Salmonella, Shigella, Haemophilus, E. coli), kao i na gram-pozitivne (npr. enterokoki).
Ampicilin 1 amoksicilin se primjenjuju u lijeCenju infekcija gornjeg respiratornog trakta,
urinarnog trakta te akutnog bakterijskog meningitisa. Cefalosporini djeluju na E. Coli,
Klebsiella pneumoniae i Proteus mirabilis. Cesto se koriste u lije¢enju koznih infekcija
uzrokovanih streptokokima i Staphylococcus aureus. lzrazito djelotvorni protiv gram
negativnih i gram-pozitivnih bakterija ukljucujuc¢i Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Proteus vulgaris, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium i
Alcaligenes faecalis. Prema Pseudomonas aeruginosa pokazuju slabu aktivnost (Solomun-

Kolanovi¢ i sur., 2011).

2.3. Odredivanje rezidua antibiotika suvremenim analitickim metodama

Prema Pravilniku o provodenju analitickih metoda i tumacenju rezultata, analiticke metode za
odredivanje rezidua antibiotika mogu se podijeliti na orijentacijske (engl. screening methods) i

potvrdne metode (engl. confirmatory methods). Ispitivanje zapocinje primjenom orijentacijskih
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metoda te ukoliko se javi sumnja na pozitivan rezultat, slijedi daljnja analiza potvrdnim
metodama. Vecinu antibiotika je mogucée analizirati potvrdnim metodama zasnovanim na
tekuc¢inskoj kromatografiji (LC). Tekucinska kromatografija povezana sa spektrometrijom
masa je zamjenila vecinu analitickih metoda za kvantifikaciju 1 identifikaciju rezidua
antibiotika zbog njene visoke specifi¢nosti i osjetljivosti (Kos. 2017, Fejzuli i sur. 2018). U
ovom radu opisan je razvoj metode za odredivanje rezidua antibiotika ultradjelotvornom
tekuc¢inskom kromatografijom sa spektrometrijom masa i analizatorom vremena preleta
(UHPLC/Q-TOF-MS).

2.3.1. UHPLC/Q-TOF-MS

Tekucinska kromatografija je metoda za analizu analita razdvajanjem ciljanog analita na
kromatografskoj koloni i detekciju istog analita. Ova analiticka tehnika koja se koristi za
separaciju otopljenih tvari, lako se spreze s spektrometrom masa. Tekucinski kromatograf i
spektrometar masa povezani su izvorom iona (engl. lon source) koji ima visestruku ulogu:
otparavanje tekucine, ionizacija neutralnih molekula i uvodenje analita u analizator. Nakon
ionizacije analita dolazi do razdvajanja iona razli¢itog omjera mase i naboja (m/z) u kvadrupolu
masenog spektrometra. Kvadrupol se sastoji od Cetiri paralelne Sipke kroz koje se primjenjuje
odredena istosmjerna struja i napon o kojima ovisi prolazak iona s odredenim m/z nabojem.
Nakon propustanja prekursor iona kroz kvadrupole dolazi do fragmentacije koja se provodi u
kolizijskoj €eliji. Kolizijsku Celiju predstavlja heksapol ispunjen inertnim plinom (dusikom)
¢ije se molekule sudaraju s prekursor ionima te dolazi do fragmentacije. Tako stvoreni
fragmenti ulaze u analizator s vremenom preleta (engl. TOF- Time Of Flight) (Slika 9). Princip
rada analizatora vremena leta temelji se na pravilu da brzina iona ovisi 0 masi iona. Pri ulasku
u analizator, ioni imaju razli¢itu brzinu koja ovisi o njihovoj masi; manji ioni veéu brzinu, a
veéi ioni manju brzinu. Separacija iona vrsi se u 0dnosu na brzinu iona koji dolaze na detektor

u razli¢itim vremenima (Cindri¢ 1 sur., 2009).
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Slika 9. Shematski dijagram Q-TOF uredaja (Allen i McWhinney, 2019)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.Materijali

Materijale predstavljaju kravlje i kozje mlijeko, odmjereni u koli¢ini od 2 ml.

3.2.Kemikalije

e Acetonitril, LC-MS ¢istoce

e Metanol, LC-MS ¢istoce

e Mravlja kiselina, 98-100%, LC-MS cistoce
e Ultracista voda

e DMSO, HPLC grade

3.3.Standardi

e Amoksicilin (Vetranal)

e Ampicilin (Vetranal)

e Cefaleksin (Vetranal)

e Cefalonij (Vetranal)

e Cefazolin (Sigma)

e Cefapirin (Sigma)

e Cefaperazon (Vetranal)

e Ceftiofur (Vetranal)

e Cefkvinom (Vetranal)

e Desacetilcefapirin (Toronto Research Chemicals)
e Desfuroilceftiofur (Toronto Research Chemicals)
e Dikloksacilin (Vetranal)

e Kiloksacilin (Vetranal)

e Nafcilin (Vetranal)

e Oksacilin (Vetranal)

e Penicilin G (Sigma)

3.4.0prema i materijali
e Polipropilenske epruvete 15 mL
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e Precizna analiticka vaga

e Precizne analiticke pipete volumena od 10 uLL do 5 mL

e Centrifuga s max 4600 o min™ i max 15000 o min

e Sustav za otparavanje s duSikom

e Vortex homogenizator

e Epruvete za ultracentrifugu volumena do 2 mL (Eppendorf)

e HPLC uredaj Agilent Technologies 1290 Infinity

e Time of flight TOF analizator Q-TOF G6550A

e Kromatografska kolona: Acquity UPLC HSS T3 1,8um, 2,1x150 mm, Part
N0.186003540, Waters

e Predkolona: Acquity HSS T3 1.8uM vanguard Pre-Col, Waters

3.5. Priprema kontrolnih otopina materijala, otapala i standardnih otopina

3.5.1. Postupanje s uzorcima

Uzorci doneseni u laboratorij na analizu, pohranjuju se u hladnjak na temperaturi 2 - 8 °C na 24
sata ili se homogeniziraju te se mogu ¢uvati do tri mjeseca na temperaturi —18 °C. Prije analize
homogenizirani uzorak se ostavi na sobnoj temperaturi da se otopi. Za analizu u epruvetu od 15

mL odmjeri se 2 mL mlijeka.
3.5.2. Priprema otopina

e Mobilna faza A: 0,1% Mravlja kiselina (u tikvicu od 1000 mL s ultracistom
vodom dodati 1 ml mravlje kiseline, nadopuniti do oznake ultrac¢istom vodom).
Valjanost mobilne faze A je 4 dana ¢uvana na sobnoj temperaturi u zatamnjenom
posudu

e Mobilna faza B: MeOH (LC-MS ¢istoce)

3.5.3. Priprema standardnih otopina veterinarskih lijekova

Bazne otopine standarda sluze za obogacivanje kontrolnih uzoraka tj. pripremu matriks
kalibracijske krivulje. Za kvantitativnu analizu cefalosporina koriste se standardne i matriks
krivulje u razli¢itim koncentracijskim podrucjima, koja su ovisna o zadanim vrijednostima -
najve¢im dopustenim koli¢inama (eng. maximum residue levels — MRLs) za svaki pojedini

analit.
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Standardne radne otopine pripremaju se ovisno o njihovim MRL koje su propisane Uredbom
komisije (EZ) br. 37/2010. MRL ampicilina, amoksicilina i penicilina G iznosi 4 ng mL™,
kloksacilina, dikloksacilina, nafcilina i oksacilina 30 ng mL?, cefaleksina, ceftiofura i
desfuroilceftiofura 100 ng mL, cefalonija i cekvinoma 20 ng mL™, cefazolina i cefoperazona

50 ng mL, cefapirina i desacetilpirina 30 ng mL™.
3.5.4. Priprema matriks kalibracijske krivulje

U svakoj analizi priprema se matriks kalibracijska krivulja na na¢in da se odredeno mlijeko
(kravlje i kozje) obogati na 3 koncentracijske razine ovisno o postavljenom MRL-u ili najnizoj
koncentraciji ispitanoj u validacijskom postupku. Ovisno o tome koja zivotinjska vrsta se
pretrazuje, priprema se i dodatni materijal te vrste kao kontrola iskoriStenja. Za pripremu
matriks kalibracijske krivulje u tri tocke potrebno je dodati standard u koli¢ini od 50, 1001 150
ML (1/2 MRL, MRL, 1,5 MRI) na 2 mL uzorka slijepe probe. Dodaje se mjesavina standarda
RS-Q-TOF-MIX-MLIJEKO-S2A prema tablici 2.

Tablica 2. Matriks kalibracija na mlijeku (Interna procedura Hrvatskog veterinarskog instituta,
2014)

MATRIKS M1 M2 M3 Slijepa
(ML) (ML) (ML)  proba (uL)

MLIJEKO 2 RS-Q-TOF-MIX- 50 100 150 -

ml MLIJEKO-S2A

3.6. Kontrolni uzorak stanja instrumenta

Kontrolni uzorak osjetljivosti instrumenta predstavlja mjeSavina standardne radne otopine
razrijedena u omjeru 1:20.

Kontrolni uzorak slijepe probe

Kontrolni uzorak slijepe probe (Blank) predstavlja mjeSavinu metanola i vode (500 pL +500
ML)

Negativni kontrolni uzorak otapala
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Kontrolni uzorak slijepe probe otapala (Solvent blank) predstavlja uzorak proveden kroz
ekstrakciju bez prisustva matriksa.

Negativni kontrolni uzorak matriksa

Negativni kontrolni uzorak matriksa (Matrix blank) predstavlja uzorak mlijeka koji ne sadrzi
analite koji se pretrazuju ovom metodom.

Obogaceni kontrolni uzorak — analiza misSi¢nog tkiva i mlijeka

Negativni uzorci mlijeka obogacuju se mjeSavinom standardnih otopina u skladu s MRL
vrijednostima (1/2 MRL, MRL i 1,5 MRL).

3.6.1. Postupak prociS¢avanja uzorka

* Pipetirati 2 mL mlijeka u plasti¢nu epruvetu od 50 mL

* U uzorke dodati 100 pL mjeSavine internog standarda MIX-Q-TOF-ISTD2

» U uzorke za matriks kalibracijsku krivulju dodati otopinu mjeSavine standarda pri
razli¢itim koncentracijama (Tablica 2.)

« Dodati 8 mL acetonitrila (hladnog, ¢uvanog na temp 2-8 °C) te SNAZNO vorteksirati
kratko pojedinacno, dok se matriks ne rasprsi u otapalu

* 10 min vorteksirati na vrtloznoj mjesalici

« Centrifugirati na 4600 o min? na 4°C

* Prebaciti supernatant u epruvetu od 15 mL

* Dodati 50 pL. DMSO u svaku epruvetu sa supernatantom

* Upariti do cca 50 pL pri 40 °C pomocu dusika

* Otopiti uzorak na nacin da se doda 150 pL ultradiste vode, vorteksirati 1 S min u UZV
kupelj

* Prebaciti uzorke u pasteurove epruvetice od 2 mL i centrifugirati na 15000 o/min pri
4°C, 5 minuta

* Prebaciti bistri supernatant u viale (ne filtrirati) (Interna procedura Hrvatskog

veterinarskog instituta, 2014)

3.7. Mjerenje na LC-Q-TOF uredaju

Za provodenje analize koristi se HPLC uredaj 1290 Infinity udruZen s masenim analizatorom s
vremenom preleta (MS Q-TOF) Agilent 6550 Quadrupole Time of Flight Mass Spectrometer
G6550A s Dual AJS ESI sustavom za elektrosprej ionizaciju. Instrumentalni parametri dani u
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tablici 3 pokazali su se optimalni za provodenje analize. Analiti se ioniziraju u pozitivnom
nac¢inu rada. Instrumentalna analiza se obavlja na instrumentu oznake 1-2 117, koristeci
MassHunter Acquisition software prema metodi: AM02-Q-TOF-rev00-Alllon-POZ.m.

Tablica 3. Parametri detekcije antibiotika pomoc¢u Q-TOF spektrometra

Antibiotici RT min  Prekursor Formula lonizacija
Penicilini

Amoksicilin 6,2 366,1118 C16H19N305S Pozitivna
Ampicilin 7,5 350,1163 C16H19N304S Pozitivna
Klokscilin 9,9 436,0728  C19H18CIN305S Pozitivna
Dikloksacilin 10,1 470,0339 C19H17CI2N305S Pozitivna
Nafcilin 10,0 415,1322  C21H22N205S Pozitivna
Oksacilin 9,8 402,1118 C19H19N305S Pozitivna
Penicilin G 9,4 335,1054  C16H18N204S Pozitivna

Cefalosporini

Cefaleks 7,3 348.1013  C16H17N304S Pozitivna
Cefalonijum 7,0 459,0782  C20H18N405S2 Pozitivna
Cefazolin 7,6 455,0373 C14H14N804S3 Pozitivna
Cefoperazon 7,8 646,1497 C25H27N908S2 Pozitivna
Cefkvinom 6,8 529,1323  C23H24N605S2 Pozitivna
Ceftiofur 8,6 524,0363 C19H17N507S3 Pozitivna
Cefapirin 6,5 4240631 C17H17N306S2 Pozitivna
Desacetilcefapirin 5,6 382,0526  C15H15N305S2 Pozitivna
Desfuroilceftiofur 7,7 430,0308 C14H15N505S3 Pozitivna
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Tablica 4. Kromatografski uvjeti

Kromatografska Acquity UPLC HSS T3 1,8um, 2,1x150 mm

kolona

Predkolona Acquity UPLC HSS T3 1,8 um, 2,1x5mm VanGuard
Pre-Column

Protok 0,4 mL min't

Temperatura odjeljka 40°C
kolone
Sustav za uzorkovanje Volumen injektiranja 10 pL
Temperatura 10 °C
Injektiranje s ispiranjem igle 15 s (MeOH/ACN/PropOH 5: 2,5:
2,5)
Mobilna faza Otopina A: 0,1 % mravlja kiselina
Otopina B: MeOH LC-MS grade

Tablica 5. Uvjeti Q-TOF spektrometra

Nacin rada snimanja Acquisition Mode MS1 u rasponu od m/z 50-1500

Stupanj skeniranja 4 spektra sec?

Parametri instrumenta Temperatura plina 150 °C
Protok plina 18 | min
Nebulizacija 30 psig
Temperatura plina (sheath) 400°C
Protok plina (sheath) 12 | min
Funnel Exit DC 50
Funnel RF HP 150
Funnel RF LP 60

Segmenti skeniranja Kolizijske energije 0; 10; 20; 40 eV
Parametri po Napon kapilare Vcap 3500 V
segmentima Napon mlaznice Nozzle 0 V
Fragmentor 350
Skimmer1 45

Octopole RFPeak 750
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Referentne mase (m/z) pozitivni negativni
121,05087  112,98558
922,00979  1033,98811

Nebulizacija ref otopine 13 psig

3.8. Kvalitativna i kvantitativna procjena rezultata

Potvrdna analiza supstancija provodi se u MS nacinu rada Q-TOF masenog spektrometra, All
lon skeniranjem analita.

Prilikom kvantitativne procjene rezultata ukoliko ponovljivost i linearnost kontrolnih uzoraka
nije odgovarajuca potrebno je napraviti Targeted MS/MS analizu

Potvrda analita prilikom potvrdne metode zasnhiva se na nekoliko uvjeta:

. Retencijsko vrijeme, odstupanje £0,5 min

. Prisutnost iona prekursora analita, S/N >10

. Prisutnost minimalno 2 produkt iona, S/N >10

. Toc¢nost odredivanja mase prekursora < 10 ppm (Mass accuracy)

. Odstupanje ionskog odnosa prekursora i produkta mora biti manji od 20-30 % u

odnosu na kalibracijsku krivulju

3.8.1. IzraZavanje rezultata i korekcija iskoriStenja

Koncentracija analita izrazava se u ng g ili ug kg? koristeéi 3 znacajne decimale. Korekcija
iskoriStenja uraCunata je u rezultat jer se kvantitativno odredivanje vr§i pomocu matriks
kalibracijske krivulje te se koristi interni standard. IskoriStenja moraju odgovarati propisanim
limitima odredenim u Odluci komisije 2002/657/EC. Vrijednosti trebaju odgovarati onim

utvrdenim u validacijskom postupku.

3.9.Validacija metode za odredivanje B-laktamskih antibiotika

Validaciju je potrebno provesti prema odluci komisije 2002/657/EC uz pomo¢ validacijskog
programa InterVAL Plus Quo Data. U validaciju su ukljuceni razliciti parametri obzirom na

vrstu uzoraka koji ¢e se analizirati, priprema sheme prema kojoj ¢e se provesti validacija 1
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proracun validacijskih parametara te faktori koji bi mogli utjecati na ishod rutinskih analiza:
zivotinjski matriks mlijeka te analiticar.

Validacijske parametre odredene u validaciji; granicnu koncentraciju analita CCa, sposobnost
dokazivanja CCp, ponovljivost (Rel.sr), unutar-laboratorijsku reproducibilnost (Rel.swR) te
iskoristenje, potrebno je proracunati prema Odluci komisije 2002/657/EC. Nakon uno$enja
dobivenih koncentracija analiziranih obogacenih uzoraka, InterVAL programom dobit ¢e se
validacijski parametri i kalibracijski pravci. Proracun validacijskih parametara provodi se na
temelju MRL vrijednosti, tj. na temelju CO vrijednosti za supstance bez utvrdenih grani¢nih
koncentracija (Interna procedura Hrvatskog veterinarskog instituta, 2014).

Prema postavljenim zahtjevima, matriks mlijeka razli¢itih vrsta potrebno je obogatiti na Y2
MRL, MRL i na 1,5 MRL za supstance s propisanim MRL, te na C0, 2C0 i 3CO0 za supstance
koje nemaju propisan MRL. Kod supstanci kod kojih je postavljen MRL kao suma dva ili vise
analita, matriks treba obogatiti na ¥ MRL, 2 MRL i % MRL-a. Svaku analizu potrebno je
provesti na 3 koncentracijske razine. Kvantitativna procjena razli¢itih zivotinjskih vrsta provodi
se na temelju matriks kalibracijskih krivulja specificnih za svaku od vrsta. Specifi¢nost se
provjerava injektiranjem strukturno sli¢nih supstanci. Analite je moguce razluéiti prema
njihovoj specificnoj masi, fragmentaciji i ionskom odnosu te retencijskom vremenu.
Injektiranjem razli¢itih vrsta mlijeka (kozje 1 kravlje) potrebno je uociti eventualne
kromatografske pikove koji potjecu od matriksa koji se mogu eluirati na retencijskom vremenu
analita, te na taj nacin utjecati na integraciju pika analita (Interna procedura Hrvatskog

veterinarskog instituta, 2014).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1.0ptimizacija

Prije samog validacijskog postupka instrument je optimiziran za svaki analit podeSavanjem
fragmentora, kolizijske energije, temperature plina u izvoru, protoka plina, tlaka u nebulizeru,
voltaze kapilare i akceleracijske voltaze u kolizijskoj ¢eliji. Kao adukt ioniziranih oblika analita
u pozitivhom nacinu rada bio je vodikov ion [M+H]+. Injektirano je 2 uL pojedinacnih otopina
B-laktamskih antibiotika direktnim injektiranjem analita u spektrometar masa. Snimanje
spektra masa p-laktamskih antibiotika provedeno je pri razli¢itim kolizijskim energijama: 0,
10, 20 i 40 eV. Svaki od spektara spremljen je u bazu podataka, gdje su navedeni podaci o

ionskim tranzicijama te njihovim relativnim intenzitetima.

4.2.Kontrola TOF detektora

Za vrijeme svake kromatografske analize u izvor iona se injektiraju referentne mase (m/z
121,0509 i 922,0098) na osnovu ¢ije snimljene m/z mase se detektiraju eventualna odstupanja
od teoretske vrijednosti i time se vrsi korekcija snimljene mase supstanci u nepoznatom uzorku.
Maseni spektar obogacenog i uzorka slijepe probe prikazani su na slikama 10 i 11 te prikazuju
odzive referentnih masa, ionskih tranzicija analita (za primjer oboga¢enog matriksa) i ostale
ionske tranzicije koje su rezultat matriksa zaostalog u ekstraktu uzorka (za primjer uzorka

slijepe probe).
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4.3. Razvoj i validacija metode za odredivanje B-laktamskih antibiotika
4.3.1. Specifi¢nost

Specifi¢nost metode testirali smo na kromatografskim snimkama reprezentativnih matriks
uzoraka slijepih proba (engl. Blank). Ukupno smo analizirali 20 uzoraka (15 uzoraka kravljeg
mlijeka i 5 uzoraka kozjeg mlijeka) na ¢ijim kromatogramima spektrometra nisu pronadeni
pikovi koji bi mogli interferirati s analitom. Nisu pronadeni ni lazno pozitivni ni lazno negativni
rezultati, §to nam direktno ukazuje na dobru specificnost metode. Na slici 12 i 13 navedena je

usporedba kromatograma nafcilina kod slijepe probe i obogacenog uzorka.
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Slika 12. Kromatogram uzorka slijepe probe za nafcilin
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Ponovljivost metode testirana je unutar jednog dana analizom obogacenih uzoraka na 4

koncentracijske razine s 4 ponavljanja po razini (ukupno 16 uzoraka) te su uzorci injektirani u

duplikatu. Cilj postupka bio je utvrditi rezultate koji se dobivaju primjenom ove metode u

uvjetima ponovljivosti.

Tablica 6. Marker antibiotka za odredivanje veterinarskih lijekova te propisane MRL
vrijednosti za mlijeko (Uredba Komisije (EZ) br. 37/2010)

Grupa Antibiotik, eng.  Marker rezidua Zivotinjska MRL
farmakoloski vrsta (ug kg?)
djelatnih tvari
Penicilini Amoxicillin Izvorni spoj sve 4

Ampicillin Izvorni spoj sve 4
Benzylpenicillin Izvorni spoj sve 4
(Penicillin G)
Cloxacillin Izvorni spoj sve 30
Dicloxacillin Izvorni spoj sve 30
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Naphcillin Izvorni spoj sve 30

Oxacillin Izvorni spoj sve 30

Cefalosporini Cefalexin Parent Govedo 100

Cefalonium Parent Govedo 20

Cefapirin Suma Cefapirin + Govedo 60

Desacetylcephapirin

Cefazolin Parent Govedo, ovca, 50
koza

Cefoperazone Parent Govedo 50

Cefquinome Parent Govedo 20

Ceftiofur Suma svih rezidua s sve 100

B-laktamskim
prstenom izrazeni
kao
Desfuroylceftiofur

S obzirom na postavljene MRL vrijednosti navedenih u tablici 6 provedena su obogacenja

navedenih u tablici 7 gdje se uzorci oboga¢uju na 1/10 MRL, 1/2 MRL, MRL i 1,5 MRL.

Tablica 7. Uzorci mlijeka obogace

ni antibioticima

Oznaka uzorka Oznaka razine Volumen RS-Q-TOF-MIX-
obogacenja S2 (uL)
VAL-UZ-1a M1 20
VAL-UZ-1b M1 20
VAL-UZ-2a M1 20
VAL-UZ-2b M1 20
VAL-UZ-3a M1 20
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VAL-UZ-3b M1 20
VAL-UZ-4a M1 20
VAL-UZ-4b M1 20
VAL-UZ-5a M2 50
VAL-UZ-5b M2 50
VAL-UZ-6a M2 50
VAL-UZ-6b M2 50
VAL-UZ-7a M2 50
VAL-UZ-7b M2 50
VAL-UZ-8a M2 50
VAL-UZ-8b M2 50
VAL-UZ-9a M3 100
VAL-UZ-9b M3 100
VAL-UZ-10a M3 100
VAL-UZ-10b M3 100
VAL-UZ-11a M3 100
VAL-UZ-11b M3 100
VAL-UZ-12a M3 100
VAL-UZ-12b M3 100
VAL-UZ-13a M4 150
VAL-UZ-13b M4 150
VAL-UZ-14a M4 150
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VAL-UZ-14b M4 150
VAL-UZ-15a M4 150
VAL-UZ-15b M4 150
VAL-UZ-16a M4 150
VAL-UZ-16b M4 150

U tablici 8 prikazane su vrijednosti nekoliko odabranih analita analiziranih tijekom

validacijskog postupka. Minimalna vrijednost to¢nosti odredivanja masa u kompletnom

validacijskom postupku je -9,4 ppm-a, a maksimalna vrijednost iznosi 10,45 ppm-a. Obzirom

da je losija tocnost masa zabiljezena na najnizoj koncentracijskoj razini, a bolja to¢nost na

najvisoj koncentracijskoj razini, mozemo zakljuciti kako tocnost odredivanja masa ovisi o

koncentraciji u uzorku.

Tablica 8. Rezultati validacije rezidua ampicilina

Oznaka uzorka [ Retencijsko Odziv Konacna Toc¢nost
vrijeme koncentracija odredivanja

masa
VAL-UZ-1a 7,50 56926,2 1,35 0,30
VAL-UZ-3b 7,65 45164,8 0,92 10,45
VAL-UZ-5b 7,50 94431,18 2,73 -5,59
VAL-UZ-8a 7,51 45309,14 0,92 -8,50
VAL-UZ-9b 7,51 192444,37 6,33 -6,29
VAL-UZ-11a 7,50 89812,11 2,56 -7,94
VAL-UZ-14a 7,51 253124,5 8,55 -6,21
VAL-UZ-16b 7,52 96198,81 2,79 -9,06

srvr. RT 7,52 - - -
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Slika 14. Kalibracijska krivulja validacije ampicilina

Svi rezultati su izraZeni pri vrijednostima najvece dopustene koli¢ine (eng. MRL). Nakon
obavljene analize standardne devijacije, iz tablice 9 vidljivo je najvece odstupanje za penicilin
G, 19,3%. Sto je vece odstupanje, to je rezultat slabije reproducibilan. Najmanje odstupanije je
utvrdeno za desfuroilcetiofur, 7,5%. Bitan podatak je i iskoriStenje metode pri najvecim
dopustenim koli¢inama. Za B-laktamske antibiotike u ovoj metodi, iskoriStenje se kre¢e od
89,1% do 111,1%. Mjerna nesigurnost analitiCkog rezultata izraZena je preko granicnog
masenog udjela analita (CCa) i sposobnosti dokazivanja (CCP) jer ura¢unava reproducibilnosti
metode te standardnu devijaciju ponovljivosti odredene u validaciji (Ogui¢, 2018.)

Grani¢na koncentracija (koli¢ina) analita (CCa) je granica na kojoj i iznad koje se moze
zakljuciti, uz vjerojatnost a pogreske da uzorak ne udovoljava. « pogreska je vjerojatnost za
lazno pozitivne odluke te za zabranjene tvari ne smije prelaziti 1%. Sposobnost dokazivanja
(CCP) predstavlja najmanji udio tvari koji je moguc¢e metodom dokazati, identificirati 1/ili
kvantificirati u uzorku, uz vjerojatnost B pogreske. B pogreska je vjerojatnost lazno negativne
odluke, ograni¢ena na 5%. U slu¢aju tvari za koje nije utvrdena dopustena koli¢ina, sposobnost
dokazivanja je najniZa koncentracija koja se moze dokazati sa statistickom sigurnoséu od 1 — 3
u kontaminiranom uzorku. U slucaju tvari za koje je utvrdena dopustena koli¢ina, sposobnost
dokazivanja je koncentracija koja se moZe dokazati, sa statistickom sigurnoséu od 1 — 3, uz
ustanovljenu dopustenu koncentraciju.

Proracunom standardne devijacije dobivene po svakoj koncentracijskoj razini racunaju se

validacijski parametri prikazani u tablici 9.
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Tablica 9. Validacijski parametri dobiveni InterVal ra¢unalnim programom

B-laktamski MRL min CCa CCp Iskoristenje  Rel Sr[%]
antibiotici %] na CCo
(ngkg®)  (ngkg®)  (ngkg™) na CCa

Ampicilin 4 4,99 3,36 103 13,3
Amoksicilin 4 5,09 3,72 103,2 13,6
Penicilin G 4 5,79 5,14 103,2 19,3
Dikloksacilin 30 35 21,09 103,1 8,9

Kloksacilin 30 36,35 23,14 105,5 11,6
Nafcilin 30 35,18 21,21 103,4 9,4

Oksacilin 30 40,41 32,09 102,4 16,3
Cefaleksin 100 119,2 37,21 100,9 10,6
Cefalonij 20 25,72 13,88 99,9 13,5
Cefazolin 50 64,16 23,59 104,6 15,8
Cefoperazone 50 68,61 37,77 99,3 18,3
Cefkvinom 20 23,95 8,00 103,1 111
Ceftiofur 100 128,52 47,79 103 15,8
Cefapirin 60 74,66 12,3 1111 13,5
Desacetilcefapirin 100 143,07 79,84 89,1 17,8
Desfuroilceftiofur 60 68,47 13,36 101,4 7,5

4.3.3. Primjenjivost

Metoda se moZe primjeniti za analizu penicilina 1 cefalosporina u 2g uzorka mlijeka u Sirokom

koncentracijskom podru¢ju od 1 do 150 pg L™? za mlijeko. Prisutnost supstance moguce je

33



potvrditi na osnovu prisutnosti prekursor iona analita, S/N >10, tocnosti odredivanja mase < 10
ppm, prisutnosti minimalno 2 produkt iona koji odgovaraju spektru tog analita te odstupanje
ionskog odnosa prekursora koja mora biti <30 %.

4.3.4. Odredivanje utjecaja matriksa

Matriks krivulja se izraduje dodatkom to¢no odredenog volumena odredene koncentracije
standarda na matriks na sam pocetak ekstrakcijskog postupka. Time matriks podlijeze gubicima
analita te se u finalni rezultat ne ura¢unava korekcija iskoristenja (Interna procedura Hrvatskog
veterinarskog instituta, 2014).

Kako bi se pravilno razvila i validirala metode te postigla precizna kvantifikacija analitickih
rezidua, potrebno je prouciti utjecaj matriksa na ionizaciju analita. Razli¢ite vrste mlijeka mogu
utjecati na supresiju iona i smanjen odziv.

Na slici 15 i 16 vidimo usporedbu pika ampicilina kod kravljeg i kozjeg mlijeka te supresiju
iona kod kozjeg mlijeka. Takoder, nizi odzivi detektirani su za kozje mlijeko. Na slici 17
vidljivo je odstupanje matriks krivulja ampicilina za kozje i kravlje mlijeko, kao rezultat

utjecaja matriksa na ionizaciju analita.
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Slika 15. Kromatogram ampicilina u matriksu kozjeg mlijeka
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+ EIC (350.1163) Scan val-uz-mlk-01223-13-r001.d | + EIC (106.0651) Scan val-uz-mlk-0123-13-r001.d  + EIC (192.0477) Scan val-uz-mlk-0123-13-r001.d

8 3104 7.514 hin. 8 %105 | Ratio =54.3 (1619.9 %) 8 x104] Ratio = 36.5 (1431.9 %)
g 7 . 8 3] : 8 754 5
6.5 : 3.6 i 7 i
: 14 : :
£+ : : B.5 :
i 324 H :
5.5 2 B+
5] : 2.8 i 5.5+
26 i :
459 24- ° i
- 45 H
44 L. H
354 ] N i
1.2 154 :
3 ; | :
25- T
. 254 || ‘ :
24 2 ||I i
1.5 :
1.54 | -".%‘Ii‘ré“ir.

14 14 I |
05 ,5_ ./ | | | H}“
0.5 , : 05

51 A A

Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Slika 16. Kromatogram ampicilina u matriksu kravljeg mlijeka
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Slika 17. Matriks kalibracija ampicilina u mlijeku
Na slikama 18 i 19 vidimo usporedbu pika cefaleksina kod kravljeg i kozjeg mlijeka te supresiju
iona kod kozjeg mlijeka. Takoder, nizi odzivi detektirani su za kozje mlijeko. Na slici 20

vidljivo je odstupanje matriks krivulja cefaleksina za kozje i kravlje mlijeko, kao rezultat

utjecaja matriksa na ionizaciju analita.

35



+ EIC (348.1013) Scan val-uz-mlk-0123-11-r001.d |+ EIC (158.0270) Scan val-uz-mlk-0123-11-r001.d |+ EIC (174.0550) Scan val-uz-mik-0123-11-r001.d
2 %103 7.304 min. 2 x10% | Ratio = 79.8 (83.4 %) _ 2 %103 ] Ratio = 70.4 (556.4 %)
2 244 2 7.309 min. 2 7.308 min.
[s] o 194 o g2
2.2 1.8
174 114
24
164 1
1.8 1.54
144 05
1.6+ 1.2
121 081
144 1.1 0.7
1.24 14
0o 0.5
14 0.8
0.8 071 :
0.6 H
0.6 0.5 :
0.4 f
0.3 ;
0.2 :
0.1 ;
0 !
0.1 !
0.2 ; : -0.14
T T m T T T T T T T T T
65 7 75 2 65 7 75 2 65 7 75 2
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Slika 18. Kromatogram cefaleksina u matriksu kozjeg mlijeka
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Slika 19. Kromatogram cefaleksina u matriksu kravljeg mlijeka
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Slika 20. Matriks kalibracija cefaleksina u mlijeku (nizi odzivi su detektirani za kozje

mlijeko)

4.4.Primjena metode na realnim uzorcima, analiza mlijeka na prisutnost p-laktamskih

antibiotika

U analizi je obradeno 16 uzoraka, od toga 6 kalibracijskih i 10 redovnih uzoraka. U tablici 10

je prikazan popis uzoraka i dodatak standardnih otopina za obogacenje.

Tablica 10. Uzorci mlijeka za kalibraciju i analizirani uzorci mlijeka

Oznaka uzorka RS-Q-TOF-MIX-S2(uL) | MIX-Q-TOF-ISTD2(uL)
KAL1 50 100
KAL1 50 100
KAL?2 100 100
KAL?2 100 100
KAL3 150 100
KAL3 150 100
UZ-la - 100
UZ-1b - 100
UZ-2a - 100

37



UzZ-2b - 100
UZ-3a - 100
UZ-3b - 100
UZ-4a - 100
UZ-4b - 100
UZ-5a - 100
UZ-5b - 100

4.4.1. Kuvalitativna i kvantitativna procjena rezultata

Potvrda analita prilikom potvrdne metode zasniva se na nekoliko uvjeta:

. Retencijsko vrijeme, odstupanje £0,5 min

. Prisutnost iona prekursora analita, S/N >10

. Prisutnost minimalno 2 produkt iona, S/N >10

. Tocnost odredivanja mase prekursora < 10 ppm (Mass accuracy)

. Odstupanje ionskog odnosa prekursora i produkta mora biti manji od 20-30 % u

odnosu na kalibracijsku krivulju

Procjenu rezultata provodimo prema zadanim uvjetima u tablici 11.

Tablica 11 prikazuje B-laktamske antibiotike te njihova retencijska vremena, vrstu ionizacije te
prekursor ion. Retencijsko vrijeme je vrijeme u kojem odredeni spoj izlazi iz kolone odnosno
vrijeme u kojem je spoj detektiran. Na retencijsko vrijeme spoja utjece polarnost, polarniji
spojevi prije izlaze iz kolone i dolaze do detektora. Od navedenih B-laktamskih antibiotika,
desacetilcefapirin se najkrac¢e zadrzava u koloni, te on prvi izlazi iz kolone prema detektoru.
Prema retencijskom vremenu, moZemo ih poredati od najpolarnijeg: desacetilcefapirin,
amoksicilin,  cefapirin, cefkvinom, cefalonij, cefaleksin, ampicilin, cefazolin,
desfuroilceftiofur, cefoperazon, ceftiofur, penicilin G, oksacilin, kloksacilin, nafcilin i
dikloksacilin sa najve¢im retencijskim vremenom. Molekularni ion i1 fragment ion su podaci

neophodni za identifikaciju spoja Q-TOF tehnikom.
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Tablica 11. Retencijska vremena, vrsta ionizacije te molekularni i fragment ioni

B-laktamski antibiotici ~ Retencijsko vrijeme Vrsta ionizacije Prekursor ion
(min) m/z
Dikloksacilin 10,1 + 470,0339
Oksacilin 9,8 + 402,1118
Ampicilin 7,5 + 350, 1163
Penicilin G 9,4 + 335,106
Amoksicilin 6,2 + 349,0853
Kloksacilin 9,9 + 436,0728
Nafcilin 10,0 + 415,1322
Desacetilcefapirin 5,6 + 382,0526
Cefapirin 6,5 + 424,0631
Cefalonij 7,0 + 459,0782
Cefkvinom 6,8 + 529,1323
Cefaleksin 7,3 + 348,1013
Cefazolin 7,6 + 455,0373
Cefoperazon 7,8 + 646,1497
Ceftiofur 8,6 i 524,0363
Desfuroilceftiour 7,7 + 430,0308

U tablici 12 prikazani su retencijsko vrijeme, omjer odziv produkt iona, ocekivana
koncentracija, konacna koncentracija 1 tocnost odredivanja masa kalibracijskih uzoraka na
amoksicilin. Iz tablice je vidljiv raspon to¢nosti odredivanja masa od -29,853 do -1,55 ppm.
Raspon je manji od 10 ppm-a za drugu i trecu kalibracijsku tocku $to upuéuje na visoku to¢nost
odredivanja masa. Za prvu kalibracijsku tocku je ocitana loSija toCnost masa zbog loSije
osjetljivosti urdaja na niskim koncentracijama. Srednja vrijednost retencijskih vremena iznosi

6,2.
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Tablica 12. Rezultati kalibracije amoksicilina

Uzorak Retencijsko  Omjer Ocekivana Konac¢na Tocnost
vrijeme odziva  koncentracija koncentracija  odredivanja
produkta masa
iona

KAL1 6,222 129,6 2 1,8113 -24,4266
KAL1 6,273 155,6 2 1,7574 -29,853
KAL2 6,233 1349 4 4,2814 -3,1248
KAL2 6,237 142,3 4 3,8507 -2,2632
KAL3 6,237 157,6 6 5,7901 -1,5544
KAL3 6,221 1439 6 7,0757 -2,3005

Srednja - - -

vrijednost

Prilikom analize uzoraka prvo je potrebno promotriti tocnost odredivanja masa (engl. Mass
accuracy) koja mora biti ve¢a od 10 ppm-a ukoliko je uzorak negativan. To¢nost odredivanja
masa manja od 10 ppm-a upucuje nas na moguce pozitivan uzorak. Za potvrdu pozitivnog
uzorka, odnosno prisutnost analita u uzorku, retencijsko vrijeme mora odgovarati onom u
standardu (£2,5 %), povrSina pika bi trebala biti ve€a od prve kalibracijske tocke, to¢nost
odredivanja masa treba biti manja od 10 ppm, te odnos produkt iona mora odgovarati kalibraciji.
Prednost koristenja UHPLC je upravo u tome da ve¢ pri neodgovarajuem retencijskom
vremenu i to¢nosti masa mozemo zakljuciti da je uzorak negativan. Na slici 21 prikazan je

kromatogram amoksicilina oboga¢enog matriksa mlijeka u uzorku KAL-2.

40



+ EIC(245.0853) Scan uz-mlk-1031-3-r002.d |+ EIC(366.1118) Scan uz-mlk-1031-3-r002.d | + EIC(114.0008) Scan uz-mlk-1031-3-r002.d
2 31044 : 2 %105 | Ratio = 1545.8 (1863.1 %) 2 X104 Ratio = 142.3 (12022 %)
E‘E 454 ; é 5. é 5 _-.d-lq:.'ﬂ'lr.
4. 6.237 min. 45 £.306 min. 4.5 \
25- i 4 5 4 |
a 3.5 35 |
- 7 24 ‘
257 25- 25+
£ 2 7 |
1.5 154 1.5 [ |
1 14 1R I’ |
0.5 0.5 0540, -“_1 . : \
m 04 o4 rll o QJ I“L"H'\ﬁv : L\'d'ﬂ.l M‘ﬂum-wi\‘-
T 1 T T 1 T T —— T
55 & 65 55 & 6.5 5.5 & 65
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Slika 21. Kromatogram amoksicilina obogacenog matriksa mlijeka u uzorku KAL-2
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Slika 22. Kromatogram amoksicilina u uzorku mlijeka UZ-5a

U tablici 13 prikazani su rezultati analize uzoraka mlijeka na amoksicilin. Uzorak oznake UZ-
5 (Slika 22) ima retencijsko vrijeme 6,2 u obje paralele, Sto odgovara retencijskom vremenu
standarda, takoder ima to¢nost odredivanja masa manju od 10 ppm-a u obje paralele te visok
odziv u obje paralele. Omjer odziva produkta iona odstupa vise od 20%, ali s obzirom na mogu¢
utjecaj matriksa na odzive produkt iona uzorak se oznacava kao sumnjiv te se proracunava
koncentracija. Koncentracija se prora¢unava iz kalibracijske krivulje (Slika 23) te su dobivene
vrijednosti 11,6 pg kg™ i10,3 pg kg™, stoga obzirom na koncentraciju mozemo zakljugiti kako

je ovaj uzorak pozitivan jer sadrzi koncentraciju veéu od najvece dopustene koliCine (eng.

MRL) amoksicilina.
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Tablica 13. Rezultati analize uzoraka mlijeka na amoksicilin
Uzorak RT Odziv Omjer odziva Konacna Tocnost

produktaiona  koncentracija odredivanja

masa
UZ-1la 6,3 32479 - 2,1 -90,41
Uz-1b 6,3 49266 - 2,5 -80,9
UZ-2a 6,3 41297 - 1,6 -44.,3
Uz-2b 6,5 39483 - 15 -24.9
UZ-3a 6,8 83900 - 2,4 -36,9
Uz-3b 6,0 35269 - 1,3 -34,996
UZ-4a 6,8 52613 12,6 2,0 -78,1
UzZ-4b 6,8 58386 41,6 2,1 -50,4
UZ-5a 6,2 111453 148,5 11,6 -1,1
UZ-5b 6,2 126021 125,7 10,3 -2,1
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Slika 23. Kalibracijska krivulja amoksicilina u matriksu mlijeka

U tablici 14 prikazani su retencijsko vrijeme, omjer odziv produkt iona, ocekivana
koncentracija, konacna koncentracija 1 tocnost odredivanja masa kalibracijskih uzoraka na
nafcilin. To¢nost odredivanja masa je manja od 10 ppm, Sto upucuje na visoku tocnost

odredivanja masa. Srednja vrijednost retencijskih vremena iznosi 10,04.
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Tablica 14. Rezultati kalibracije nafcilina

Uzorak Retencijsko  Omjer Ocekivana Konac¢na Tocnost
vrijeme odziva  koncentracija koncentracija  odredivanja
produkta masa
iona
KAL1 10,041 272,5 15 14,8273 -0,0153
KAL1 10,041 283 15 14,9285 -0,1799
KAL2 10,035 290,4 30 30,9876 -0,151
KAL2 10,039 297,4 30 28,9814 -0,2575
KAL3 10,04 290,4 45 42,3547 -0,4399
KAL3 10,041 280,7 45 49,2835 -0,2919
KAL1 10,041 290,7 15 13,891 0,1695
KAL2 10,041 294,9 30 32,1972 -0,0643
KAL3 10,036 292 45 41,3638 0,0453
Srednja 10,04 288 - - -
vrijednost

U tablici 15 prikazani su retencijsko vrijeme, odziv, omjer odziva produkta iona i to¢nost
odredivanja masa svakog analiziranog uzorka. U uzorku 3492, retencijsko vrijeme odgovara
retencijskom vremenu standarda, no ve¢ pri proucavanju ostalih vrijednosti, kao $to je to¢nost
odredivanja masa, vidljivo je kako ovaj uzorak nije pozitivan, obzirom da to¢nost odredivanja
masa nije manja od 10 ppm-a. Ni u jednom uzorku omjer odziva produkt iona ne odgovara
omjeru odziva na kalibracijskoj krivulji (Slika 26) te mozemo zakljuciti kako su svi uzorci

negativni.

Tablica 15. Rezultati analize uzoraka mlijeka za nafcilin

Uzorak RT Odziv Omijer odziva Toc¢nost odredivanja
produkta iona masa
UZ-la 10,3 24115 132,1 -66,6653
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Uz-1b
UZ-2a
Uz-2b
UzZ-3a
Uz-3b
UZ-4a
Uz-4b
UZ-5a
UZ-5b

10,28
10,036
10,054

9,915

9,875

9,929

9,926
9,918
9,933

31499
42431
58026
23466
5329

18273
22343
11477
8410

110,1
1127
108,5
113,8
118,6
122,9
118,2
137,5
102,1

-66,7047
85,4888
91,1529
-67,6878
-72,0322
-64,1246
-70,1399
-73,6783
-63,6386

Na slici 24 prikazan je kromatogram nafcilina za uzorak mlijeka slijepe probe te na slici 25,

prikazan je kromatogram nafcilina obogacenog uzorka mlijeka.
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Slika 25. Kromatogram nafcilina obogacenog uzorka mlijeka

Slika 26. Kalibracijska krivulja nafcilina u matriksu mlijeka

Na jednak nacin analizirani su uzorci na prisutnost ostalih f-laktamskih antibiotika te nije

pronaden ni jedan pozitivan uzorak u redovnoj analizi.

4.5. Primjena metode

Opisana metode je uspjeSno razvijena i validirana te se moze primijeniti kao metoda za
odredivanje rezidua B-laktamskih antibiotika u kozjem i kravljem mlijeku. Tijekom redovnih
analiza, analiziraju se kontrolni uzorci obogacenih kontrolnih uzoraka mlijeka. Kako bi se
utvrdili parametri grani¢ne koncentracije (CCa) i sposobnosti dokazivanja (CCp), ispituje se
ponovljivost i reproducibilnost. Na kromatogramima uzoraka slijepih proba nisu pronadeni

pikovi koji bi mogli interferirati s analitom, kao ni laZzno pozitivni ni laZno negativni rezultati.
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5. ZAKLJUCCI

1. U ovom radu opisan je razvoj metode za identifikaciju rezidua -laktamskih antibiotika
u kravljem i kozjem mlijeku primjenom tekuéinske kromatografije ultravisoke
djelotvornosti sa spektrometrijom masa i analizatorom vremena preleta (UHPLC/Q-
TOF-MS).

2. Validacija ukazuje na zadovoljavajucu linearnost i reproducibilnost metode. Prisutnost
matriksa moze utjecati na odziv analita i rezultirati drugacijim parametrima linearnosti.
Da bi se umanjio matriks efekt potrebno je pripremiti kalibracijske krivulje analita
svakog pojedinog B-laktamskog antibiotika na otapalu i specificnom matriksu.

3. Analizirani su uzorci na prisutnost B-laktamskih antibiotika primjenom ove razvijene
metode, te su utvrdeni negativni 1 jedan pozitivni uzorak. U pozitivnom uzorku
detektiran je amoksicilin pri koncentraciji vecoj od najvec¢e dopustene koli¢ine (NDK)
utvrdene Uredbom Komisije (EU) (2010) br. 37/2010.

4. Ovo istrazivanje doprinijelo je kvantitativnoj procjeni koncentracija p-laktamskih

antibiotika u matriksima mlijeka razli¢itih Zivotinjskih vrsta.
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