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1. UvVOD

AntibiotiCka rezistencija predstavlja jedan od goruéih problema danas$njice kada su u pitanju
zdravlje i medicina, iako je to prirodna pojava do koje dolazi zbog nastanka genskih mutacija.
Prekomjerna i neprikladna uporaba antibiotika ubrzala je evoluciju bakterija i dovela
CovjeCanstvo do post-antibiotiCke ere zbog ¢ega se sve ¢eS¢e nailazi na neuspjeh u lijecenju
bakterijskih infekcija (Lim i sur., 2024). Jedan od vodecih problema jest alarmantan porast
kontaminacije hrane antibioticima, naime, kontaminirana hrana moze biti vektor za prijenos
antibiotiCke rezistencije Sto dovodi do niza infekcija koje mogu rezultirati duzim trajanjem
bolesti, povecanim troSkovima zdravstvene skrbi, a ponekad i Zivotno opasnim ishodima
(Okaiyeto i sur., 2024).

Antibiotici su, prema definiciji, specifi¢ni proizvodi mikrobnog metabolizma koji imaju visoku
fizioloSku aktivnost prema odredenim grupama mikroorganizama (bakterije, plijesni, protozoe,
virusi) ili zlo¢udnih tumora, sprje€avajuéi im rast ili unistavajuéi ih. B-laktami su najraSirenija
skupina antimikrobnih lijekova koja se zbog vrlo snaznog mikrobnog djelovanja i vrlo niske
toksi¢nosti najéesc¢e koristi u humanoj i veterinarskoj medicini u lije€enju bakterijskih infekcija,
a dijele se na peniciline, cefalosporine, cefamicine, 7-a-formilaminocefalosporine,
karbapeneme, oksapename (klavame), nokardicine i monobaktame (Suskovié i Kos, 2022;
Solomun Kolanovi¢ i sur., 2011).

Cilj ovoga rada bio je validirati metodu za odredivanje ostataka cefalosporinskih antibiotika u
jajima primjenom tekucinske kromatografije - tandemske spektrometrije masa (LC-MS/MS) te
usporediti dobivene rezultate s rezultatima dobivenim mikrobioloSkim testom za odredivanje

rezidua antibiotika.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ANTIBIOTICKA REZISTENCIJA
AntibiotiCka rezistencija predstavlja jedan od gorucih problema danasnjice kada su u pitanju
zdravlje i medicina. iako je to prirodna pojava do koje dolazi zbog nastanka genskih mutacija,
prekomjerna i neprikladna uporaba antibiotika ubrzala je evoluciju bakterija i dovela
CovjeCanstvo do post-antibiotiCcke ere zbog ¢ega se sve ¢eSce nailazi na neuspjeh u lije€enju
bakterijskih infekcija. IntrinziCna rezistencija nastalih kromosomskih mutacija definira se kao
svojstvo koje je zajedniCko unutar bakterijske vrste, neovisno je o prethodnoj izlozenosti
antibioticima te nije povezana s horizontalnim prijenosom gena. Takve rezistentne bakterije
mogu prenositi gene odgovorne za rezistenciju na druge, prethodno osjetljive bakterije Sto se
naziva horizontalna evolucija. Ovaj nacin Sirenja antimikrobne rezistencije (engl. AMR —
antibiotic microbial resistance) brz je zbog prisutnosti plazmida i drugih pokretnih genetickih
elemenata kao $to su integroni, transpozoni i genomski otoci (Lim i sur., 2024). Obzirom da se
bakterije i geni Cesto prelaze granice okoliSa i vrsta, klju€no je razumjeti veze izmedu ljudske,

zivotinjske i okoliSne mikrobiote (One Health koncept) (Larsson i Flach, 2022).

2.2. »ONE HEALTH“ KONCEPT
,0ne Health® je objedinjujuéi pristup koji za cilj ima odrzivu ravnoteZu i optimizaciju zdravlja
ljudi, Zivotinja i ekosustava (slika 1). Koncept ,One Health® nije nov, njegovo postojanje seze
do 200 godina unatrag, najprije kao ,One Medicine®, a zatim i ,One Health, One World“. Ovo
je nacelo bilo klju€an korak u prepoznavanju vaznosti interdisciplinarnih pristupa za odgovor na
pojavu bolesti, a posebice za uklju€ivanje zdravlja Zzivotinja kao esencijalne komponente
globalne prevencije, nadzora, kontrole i smanjenja bolesti. lako se ,One Health® koncept
prvenstveno usredotoCuje na meduodnos zivotinje-Covjek-ekosustav, njegov djelokrug
obuhvaé¢a i druge domene ukljuCujuéi zdravlje okoliSa i ekosustava, drustvene znanosti,

ekologiju, divlje Zivotinje i bioraznolikost (Aslam i sur., 2021; Mackenzie i Jeggo, 2019).
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Slika 1. One Health pristup i potencijalna povezanost s antimikrobnom rezistencijom (prema
Aslam i sur., 2021)

2.3. OSTATCI ANTIBIOTIKA U HRANI

Kako bi se zadovoljile globalne potrebe za potraznjom hrane, uobiCajena praksa proizvodnje
pocela se mijenjati $to je dovelo do brojnih prijetnji i problema u sigurnosti hrane. Jedan od
vodecih problema jest alarmantan porast kontaminacije hrane antibioticima i pokretanje
evolucije antibiotiCke rezistencije u mikrobnim zajednicama. Kontaminirana hrana moze biti
vektor za prijenos antibiotiCke rezistencije Sto dovodi do niza infekcija koje mogu rezultirati
duzim trajanjem bolesti, pove¢anim troSkovima zdravstvene skrbi, a ponekad i zivotno opasnim
ishodima.

Antibiotici se u poljoprivredi koriste ne samo za lijeCenje ili prevenciju infekcija vec¢ i za
povecanje stope rasta zivotinja kako bi se zadovoljila golema potraznja trziSta za mesom i
zivotinjskim proizvodima §to stvara idealne uvjete za Sirenje antimikrobne rezistencije kod
Zivotinja i ljudi. U zemljama gdje nije regulirana neselektivna upotreba antibiotika, u Zivotinjskim
proizvodima identificirani su mikroorganizmi rezistentni na viSe vrsta antibiotika.

Zlouporaba antibiotika rezultira velikim kolicinama rezidua antibiotika u sto€nom otpadu koji se
onda koristi kao anorgansko gnojivo za usjeve nakon ¢ega rezidue prodiru u tlo i dospijevaju u
podzemne vode. Nakon $to se nadu u okoliSu, vrSe selektivni pritisak na prirodnu mikrobiotu

Sto dovodi do pojave rezistentnih mikroorganizama u tlu (Okaiyeto i sur., 2024).



2.4, BIOLOSKI MEHANIZMI KOJI DOPRINOSE SIRENJU ANTIBIOTICKE
REZISTENCIJE

Odgovor bakterija na invaziju antibiotika jasan je dokaz evolucijske prilagodbe. Bakterijske
stanice su geneti¢ki plasticne $to znaCi da mogu promijeniti svoj genetski kod kako bi se
prilagodile uvjetima. Taj se proces moze odviti vrlo brzo, u roku od 10 minuta, te ima potencijal
radikalno promijeniti na€in na koji bakterije komuniciraju s okolinom Sto omogucuje Sirenje
antibiotiCke rezistencije stopama koje znatno opterec¢uju spektar trenutno ucinkovitih antibiotika
zbog Cega je Svjetska zdravstvena organizacija patogene rezistentne na antibiotike proglasila
vodecom prijetnjom javnom zdravlju u 21. stolje¢u. Bakterije mogu primiti genetski materijal,
ukljuCuju¢i gene odgovorne za nastanak rezistencije, putem dva mehanizma: horizontalnog i
vertikalnog transfera gena.
Vertikalni transfer gena, koji se naziva jo$ i intrinzi€na antibioti¢ka rezistencija, dogada se u fazi
evolucije te se genske mutacije nakupljaju u plazmidu ili kromosomu bakterijskih stanica.
Jednostavan primjer intrinziCne rezistencije je nedostatak ili gubitak mjesta djelovanja
antibiotika.
Horizontalni transfer gena, koji se naziva i ste€ena antibiotiCka rezistencija, ima klju¢nu ulogu
u specijaciji bakterija i razmjeni gena izmedu vrsta. Mikroorganizmi stje€u nove gene primanjem
pokretnih genetickih elemenata. Mehanizmi horizontalnog transfera gena mogu se klasificirati
u tri skupine od kojih svaka ima razli¢ite implikacije na razvoj rezistencije. Prva skupina uklju€uje
mutacije koje modificiriaju mjesto djelovanja antibiotika. Druga skupina ukljuéuje mehanizme
koji modificiraju ili hidroliziraju molekulu antibiotika. Treéu skupinu ¢ine mehanizmi Kkoji
sprjeCavaju ulazak antibiotika u bakterijsku stanicu ili olakSavaju njihov efluks (Okaiyeto i sur.,
2024).

2.5. B- LAKTAMSKI ANTIBIOTICI
Antibiotici su, prema definiciji, specifi¢ni proizvodi mikrobnog metabolizma koji imaju visoku
fizioloSku aktivhost prema odredenim grupama mikroorganizama (bakterije, plijesni, protozoe,
virusi) ili zlo¢udnih tumora, sprjeCavajuéi im rast ili uniStavajuéi ih. Osim onih prirodnih,
dobivenih mikrobnom biosintezom, postoje i polusintetski i sintetski antibiotici, to jest kemijski
spojevi nastali kemijskom modifikacijom antibiotika proizvedenih biosintezom (Sugkovi¢ i Kos,
2022). B-laktamski antibiotici najraSirenija su skupina antimikrobnih lijekova te se zbog iznimno
snaznog mikrobnog djelovanja i vrlo niske toksi¢nosti najéeS¢e koriste u humanoj i veterinarskoj
medicini u lijeCenju bakterijskih infekcija (Solomun Kolanovi¢ i sur., 2011). Prema strukturi se
dijele na peniciline, cefalosporine, cefamicine, 7-a-formilaminocefalosporine, karbapeneme,

oksapename (klavame), nokardicine i monobaktame (slika 2), a zajedni¢ko im je da u svojoj



strukturi sadrze CetveroClani B-laktamski prsten. Niske su toksi¢nosti za ljude. Mnogi od ovih
spojeva imaju slabu antibioticku aktivnost, no neki od njih su, poput klavulanske kiseline
(klavami), inhibitori B-laktamaze te su stoga nasli terapijsku primjenu u kombinaciji s razli€itim

B-laktamskim antibioticima (Suskovié i Kos, 2022).

e
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Slika 2. Osnovne strukture B-laktamskih antibiotika (Suskovié¢ i Kos, 2022)

2.6. CEFALOSPORINI
Iz kulture plijesni aktinomiceta izolirana su tri cefalosporina: P, N i C. Cefalosporin C je derivat
7-amino-cefalosporinske kiseline koja sadrzi jedan dihidrotiazinski i jedan 3-laktamski prsten
(slika 3). Cefalosporinski antimikrobni lijekovi su topljivi u vodi i razmjerno stabilni u kiselini. U
odnosu na peniciline, stabilniji su na temperaturne promjene i promjene pH sredine. Njihova je
aktivnost opcenito slabija u usporedbi s penicilinima, no imaju Siri raspon djelovanja (Solomun

Kolanovi¢ i sur., 2011).



(R
HOOC-C~(CH,); C-HN

|

NH, 7
CH,OCOCH;

CEFALOSPORIN C

Slika 3. Struktura cefalosporina C (Suskovi¢ i Kos, 2022)

Cefalosporini se klasificiraju prema generacijama i do sada je razvijeno pet generacija (Ribeiro
da Cunha i sur., 2019). Prva generacija je najdjelotvornija na gram-pozitivhe koke, uklju€ujuéi
MSSA (meticilin osjetljivi Staphilocuccus aureus) i streptokoke. Prvoj generaciji pripadaju
cefadroksil, cefaleksin, cefradin i cefazolin. Zbog vecée otpornosti na B-laktamaze gram-
negativnih bakterija, druga generacija ima pojaCanu aktivnost protiv Enterobacteriaceae,
Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis, no imaju slabiju aktivhost protiv gram-
negativnih patogena u odnosu na tre¢u generaciju. Cefalosporini druge generacije takoder
imaju dobru aktivnost na PRSP (penicilin rezistetntni Streptococcus pneumoniae), a u njih se
ubrajaju cefaklor, cefprozil, cefuroksim i cefamicini, odnosno cefoksitin. Treéu generaciju
cefalosporina Cine cefoperazon, cefotaksim, ceftazidim i cefriakson. Koriste se kao baktericidi
za gram-negativne bakterije. Cefalosporini Cetvrte generacije su cefepim, cefpirom i cefkvinom
(Harrison i Bratcher, 2008). Razvijena je i peta generacija cefalosporinskih antibiotika s
poboljSanom antimikrobnom aktivno§¢u prema Sirokom spektru bakterija te vecom otpornoscu

na djelovanje B-laktamaza u odnosu na prethodne generacije ovih antibiotika (slika 4).
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Slika 4. Razvoj cefalosporinskih antibiotika po generacijama (prema Ribeiro da Cunha i sur.,
2019)

2.6.1. Biosinteza cefalosporina
B-laktamski antimikrobni lijekovi (penicilini i cefalosporini) izolirani su iz sojeva razliCitih plijesni.
Prva dva koraka biosinteze penicilina i cefalosporina su identi€na. Svi penicilini i cefalosporini
koje proizvode eukariotski ili prokariotski mikroorganizmi sintetiziraju se iz tri aminokiseline: L-
a-aminoadipinske kiseline (L-a-AAA), L-cisteina i L-valina. U prvoj reakciji biosinteze prekursori
aminokiselina se kondenziraju u tripeptid &-(L-a-aminoadipoil)-L-cisteinil-D-valin (ACV). Ovu
reakciju katalizira multifunkcionalni enzim &-(L-a-aminoadipoil)-L-cisteinil-D-valin sintetaza
(ACV sintetaza) mehanizmom tiokalupa. ldu¢a reakcija je oksidativno zatvaranje prstena
linearnog tripeptida u bicikli¢ki prsten, Cetveroclani B-laktamski prsten pridruzen petero¢lanom
tiazolidinskom prstenu. Ciklizacija ukljuCuje dva desaturacijska stupnja u kojima je Kkisik
akceptor vodika, a Fe?" kofaktor. Ovu reakciju provodi izopenicilin N sintaza, a nastaje
izopenicilin N, posljednji zajedni€ki intermedijer biosinteze penicilina i cefalosporina. Prvi korak
biosinteze cefalosporina je sinteza penicilina N reakcijom izomerizacije L-a-AAA boc¢nog lanca
izopenicilina N u D-enantiomer koju provodi sustav izopenicilin N epimeraza. Penicilin N se
djelovanjem deacetoksicefalosporin C sintetaze prevodi u deacetoksicefalosporin C (DAOC).
Ovaj korak uklju€uje oksidativho otvaranje tiazolidinskog prstena i zatvaranje u SesteroClani
dihidrotiazinski prsten, koji je karakteristiCan za sve cefalosporine, mehanizmom sli¢nim onome
pri formiranju izopenicilina N te takoder zahtjeva kisik kao kosupstrat i Fe?* kao kofaktor.
Sljedeci stupanj je oksidacija i hidroksilacija 3-metilne skupine deacetoksicefalosporina C u



deacetilcefalosporin C (DAC) koji je posljednji zajedniCki metabolit u sintezi cefalosporina i
cefamicina. Ovu reakciju katalizira enzim DAOC sintetaza/DAC hidroksilaza. U posljednjem
koraku biosinteze cefalosporina C, acetilni ostatak acetil koenzima A se djelovanjem enzima
acetil koenzim A deacetilcefalosporin C acetiltransferaze prebacuje na hidroksilnu skupinu

deacetilcefalosporina C (slika 5) (Solomun Kolanovi¢ i sur., 2011).
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Slika 5. Biosinteza cefalosporina (De Rosa i Marabotti, 2021)

2.6.2. Mehanizam djelovanja cefalosporinskih antibiotika
B-laktamski antibiotici djeluju baktericidno, a osnovni mehanizam njihovog baktericidnog
djelovanje je inhibicija sinteze bakterijske stani¢ne stijenke. Gram-pozitivne i gram-negativne
bakterije u svojoj gradi sadrze sloj umreZenih polimera peptidoglikanskih Ilanaca.
Peptidoglikanski sloj sastavni je dio stani¢ne stijenke koja obavija citoplazmatsku membranu
bakterijske stanice ¢ime joj osigurava Cvrstocu, sprje€ava lizu stanice pri visokom osmotskom
tlaku te daje oblik stanici. Glavne komponenete peptidoglikana su polisaharidi koji nastaju
naizmjeniénim povezivanjem N-acetil glukozamina i N-acetii muraminske kiseline, a na
zavrSetku se nalaze D-alanil-D-alanin aminokiselinski ostatci. Nastajanje peptidoglikana odvija
se u nekoliko stupnjeva, a p-laktamski antibiotici djeluju u posljednjima. U reakciji
transpeptidacije, pentapeptid vezan na N-acetil muraminsku kiselinu jednog polisaharidnog
lanca veZe se za isti takav peptid susjednog lanca pri ¢emu otpusta terminalni D-alanin

posredovanjem transpeptidaze (slika 6), enzima koji pripada skupini proteina koji veZu penicilin



(‘engl. penicilin-binding proteins - PBP).
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Slika 6. Nastajanje interpeptidnog mosta prilikom formiranja peptidoglikana (Suskovi¢ i
Kos, 2022)

B-laktamski antibiotici strukturni su analozi D-alanil-D-alanin konformacije, stoga se kovalentno
vezu na aktivno mjesto PBP-a pri éemu inhibiraju reakciju transpeptidacije (Salkovi¢-PetriSi¢ i
Bradamante, 2014). Uz sprjeCavanje sinteze stani¢ne stijenke, B-laktamski antibiotici
inaktiviraju inhibitore autolitickih enzima u stani¢noj stijenci $to dovodi do liziranja bakterijske
stanice. Dakle, djelovanje cefalosporinskih antibiotika zasniva se na istom mehanizmu kao i
ostalih B-laktama, inhibiraju enzime neophodne za sintezu stani¢ne stijenke vezZuc¢i se na PBP
(Mehta i Sharma, 2016).

2.6.3. Mehanizmi bakterijske rezistencije na cefalosporinske antibiotike
Svaki soj bakterija posjeduje razliCite vrste PBP-a. Mutacije u genima za PBP koje dovode do
strukturnih promjena PBP-a mogu smanijiti vierojatnost penetracije B-laktamskih antibiotika u
bakterijsku stanicu stanicu obzirom da dolazi do smanjenja afiniteta PBP-a za vezanje B-
laktamskih antibiotika. Drugi vrlo €est nacin razvoja rezistencije na cefalosporinske antibiotike
je sinteza [B-laktamaze, enzima koji cijepa B-laktamski prsten pri ¢emu dolazi do hidrolize
molekule antibiotika (Shahbaz, 2017; Salkovi¢-Petri§i¢ i Bradamante, 2014).

2.7. ODREDBIVANJE REZIDUA CEFALOSPORINA U HRANI ANALITICKIM
METODAMA

UnoSenje antimikrobnih lijekova u ljudski organizam hranom izrazito je opasno zbog njihove

direktne toksi¢nosti, odnosno kancerogenosti, utjecaja na sastav crijevne mikroflore, mogucih



alergijskih reakcija te pojave rezistencije. U svrhu zaStite zdravlja potroSaca i osiguranja
kvalitete proizvodnje Europska Unija je Uredbom (Europska Komisija, 2010) utvrdila najvece
dopustene koli¢ine (NDK) ostataka antimikrobnih lijekova u hrani Zivotinjskog podrijetla. U
skladu s time u Hrvatskoj su ostatci veterinarskih lijekova odredeni Pravilnikom o farmakoloski
djelatnim tvarima i njihovoj klasifikaciji u odnosu na najvece dopustene koli€ine rezidua u hrani
Zivotinjskog podrijetla (NN 21/2011). U tablici 1 prikazane su NDK vrijednosti ostataka

cefalosporina u hrani Zivotinjskog podrijetla.

Tablica 1. Najve¢e dopustene koncentracije (NDK, ug/kg) ostataka cefalosporina prema
Pravilniku o farmakoloski djelatnim tvarima i njihovoj klasifikaciji u odnosu na najvece
dopustene koli€ine rezidua u hrani Zivotinjskog podrijetla (NN 21/2011

CEFALOSPORINI | Zivotinjska Misic Jetra Bubreg Masno Mlijeko
vrsta tkivo
Cefaleksin goveda 200 200 100 200 100
Cefapirin goveda 50 - 1000 50 60
Cefazolin goveda, - - - - 50
ovce,koze

Ceftiofur sve 1000 2000 6000 2000 100
Cefalonij goveda - - - - 100
Cefoperazon goveda - - - - 50
Cefacetril goveda - - - - 125
Cefkvinom goveda 50 100 200 50 20

Metode odredivanja ostataka antibakterijskih lijekova mogu biti kvalitativne (mikrobioloski i
imuno-enzimatski testovi) i kvantitativhe (pojedini imuno-enzimatski testovi, plinska i tekuc¢inska
kromatografija). Kao orijentacijske metode primjenjuju se mikrobioloske metode kao $to su
STAR (engl. Structured Transparent Accessible Reproducible) protokol, Premi® i Delvo® test i
NAT (engl. Nucleid Acid Test) test. Identifikacija i detekcija, odnosno kvantifikacija B-laktama
moguca je primjenom tekucinske kromatografije s UV ili fluorescentnom detekcijom nakon
postupka derivatizacije. Veéina analitickih metoda razvijenih za kvantitativhu analizu p-laktama
u hrani danas se temelji na tekucinskoj kromatografiji povezanoj sa spektrometrijom masa (LC-
MS), tekucéinskoj kromatografiji - tandemskoj spektrometriji masa (LC-MS/MS) ili tekuéinskoj
kromatografiji - tandemskoj spektrometriji masa ,u stupici“ iona (LC-IT-MS/MS) (Solomun

Kolanovic¢ i sur., 2011).

Kontinuirana evolucija tehnologije, zajedno s rastuéom potraznjom za vrlo ucinkovitim,
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isplativim metodama detekcije, utrla je put razvoju luminiscentnih senzora. Koristenje
luminiscentne analize novi je suvremeni pristup za detekciju rezidua antibiotika u hrani.
Luminiscentna analiza visoko je osjetliva metoda s brzim vremenom odgovora, visoko
specificna te pojednostavljuje analiticke postupke zbog ¢ega je posljednjih godina razvijen niz
senzora za detekciju antibiotika. Senzori koriste razliCite strategije prepoznavanja, a one
ukljuCuju molekularni otisak, biolosku interakciju, koordinacijske veze s lantanoidnim ionima te

izravno vezanje s luminiscentnim nanomaterijalima (Zhang, 2024).

2.7.1. LC-MS/MS
Tekucinska kromatografija je analiticka metoda koja se koristi za separaciju otopljenih tvari.
Tvari iz otopina s razliCitim afinitetom stupaju u interakcije s nepokretnom fazom i teku¢om
pokretnom fazom zbog razlika u adsorpciji, ionskoj izmjeni, raspodjeli izmedu faza ili veli€ini
tvari koje se razdvajaju te imaju razliCita vremena zadrzavanja na kromatografskoj koloni.
Pogodna je za razdvajanje termicki nestabilnih tvari zbog ¢ega se moze jednostavno spregnuti
s masenim spektrometrom (Cindri¢, 2009). Masena spektrometrija je visoko osjetljiva metoda
detekcije koja ionizira komponente uzorka, u vakuumu odvaja nastale ione na temelju omjera
njihovih masa i volumena (m/z) te mjeri intenzitet svakog iona. Sprezanjem tekucinske
kromatografije s masenom spektromterijom jednostavho se mogu dobiti informacije o
molekularnoj masi i strukturi ioniziranih i fragmentiranih komponenti koje dopunjuju kvalitativne

informacije temeljene na retencijskim vremenima. Tipi¢ni LC-MS sustav prikazan je na slici 7.
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Slika 7. Shematski prikaz LC-MS sustava (prema Ichiro, 2019)
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Jednostruka masena spektrometrija ponekad ne pruza pouzdane kvalitativne i kvantitativhe
rezultate, primjerice kada rezolucija nije zadovoljavaju¢a. To je osobito slu¢aj kada je matriks
uzorka kompleksan, a analiti se u njemu nalaze u tragovima pa je potrebna metoda koja pruza
vecéu selektivnost, specifi€nost i osjetljivost.

Tandemska spektrometrija masa (MS/MS) je sustav koji se sastoji od dva analizatora mase
spojena u seriju s kolizijskom ili fragmentacijskom ¢elijom izmedu njih. loni se razdvajaju u
prvom analizatoru mase (MS1), ulaze u kolizijsku ¢eliju i podvrgavaju se fragmentaciji $to
rezultira nastajanjem produkt iona koji se razdvajaju i detektiraju u drugom analizatoru mase
(MS2) (slika 8).
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Slika 8. Shematski prikaz tandemske spektrometrije masa LC-MS/MS (prema Ichiro, 2019)

Kolizijski inducirana disocijacija (CID) najCeS¢a je metoda fragmentacije u kolizijskoj celiji.
Prekursor ioni koji su separirani u prvom kvadrupolu MS1 na temelju odredenog omjera mase
i naboja (m/z) ulaze u kolizijsku ¢eliju koja je ispunjena inertnim plinom dusika. Tada dolazi do
kolizije prekursor iona i molekula inertnog plina koja je inducirana primjenom oscilirajuceg polja.
Kolizije uzrokuju pretvorbu kineti¢ke energije u molekularnu ekscitaciju koja uzrokuje pucanje
kemijske veze generirajuci pri tome produkt ione. Stupanj fragmentacije prekursor iona i vrste
produkt iona ovise o koli€ini primijenjene energije jer razliCite veze zahtijevaju razliitu kolic¢inu
aktivacijske energije kako bi disocirale (Ichiro, 2019).

Trostruki kvadrupolni (QgqQ) maseni spektrometar najéeSc¢e je koristen tandemski maseni
spektormetar za analizu antibiotika zbog njegove sposobnosti generiranja kvantitativnih
podataka s izvanrednom osjetljivo§¢u, ponovljivoS¢u i dinamic¢kim rasponom. Koristi iste
principe razdvajanja iona kao i pojedina¢ni kvadrupol (Wang i sur., 2011). Kvadrupol se sastoji
od Cetiri elektrode koje su dijagonalno elektriCki povezane pri ¢emu jedan par ima pozitivni, a
drugi negativni polaritet te su parovi dodatno spojeni s radiofrekventnim potencijalom
izmjeni¢ne struje (Cindri¢, 2009). Razdvaja ione prema njihovom omjeru m/z kao funkciji
putanje kroz osciliraju¢e elektricno polje. Dok se ioni ubrzavaju kroz to dinamicko elektricno
polje, oni osciliraju na nacin da samo ioni specificnih m/z imaju stabilnu putanju do detektora.

U trostrukom kvadrupolu nalaze se tri niza kvadrupolnih Sipki. Prvi i zadniji kvadrupol djeluju kao
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ionski filtri koriste¢i razliCite napone radiofrekvencije i izmjeniCne struje poput pojedinacnog
kvadrupola. Srednji kvadrupol je reakcijska celija u kojoj se provodi CID reakcija. Trostruki
kvadrupol moze raditi u Cetiri razliita na€ina rada s CID-om: MRM skeniranje (engl. Multiple-
reaction monitoring), SRM skeniranje (engl. Selected-reaction monitoring), skeniranje
prekursor iona i skeniranje konstantnog neutralnog gubitka. MRM skeniranje je najCeS¢e
koristena funkcija za kvantifikaciju i povtrdu. Prvi kvadrupol filtrira odabrani prekursor ion u
kolizijskoj ¢eliji te se taj ion kolizijski disocira u produkt ione. Mali broj tih produkt iona, oni koji
su odabrani zbog njihove strukturne vaznosti, prolazi kroz trec¢i kvadrupol do detektora. MRM
filtrira Sum matriksa $to rezultira superiornom selktivno$¢u i visokom osjetljivoséu (Wang i sur.,
2011).

2.7.2. Mehanizmi fragmentacije cefalosporina
Uoceno je da se cefalosporini prilikom elektrosprej ionizacije (ESI) u pozitivnhom nacinu rada
uvijek fragmentiraju istim mehanizmima. Mehanizam A uklju€uje cijepanje amidne veze i C6-
C7 jednostruke veze B-laktamskog prstena dok se unutar B-laktamskog prstena odvija [2,2]-
trans-Diels-Alder cijepanje. Nastali fragment A1 sadrzi R1 skupinu dok fragment A2 predstavlja
Sestero€lanu heterociklicku strukturu. Mehanizam B ukljuCuje cijepanje C7-C8 jednostruke
veze pB-laktamskog prstena kao i N1-C6 i C5-S6 jednostrukih veza Sestero€lanog
heterociklickog prstena. Ovaj se proces odvija a-cijepanjem C7-C8 jednostruke veze koje je
inducirano karbonilnom skupinom na poloZaju 8, dok istovremeno dolazi do [2,4]-trans-Diels-
Alder cijepanja unutar SesteroClanog heterociklickog prstena. Produkt ioni nastali ovim

mehanizmom fragmentacije daju strukturne informacije o supstituentu R1 i matriksu (slika 9).
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Slika 9. Mehanizmi parcijalne fragmentacije cefalosporina (Lii sur., 2010)
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Produkt ioni koji nastaju elektrosprej ionizacijom cefaleksina su A1+ H i Az + H cijepanjem [3-
laktamskog prstena te R1, a do njihovog nastanka dolazi nakon gubitka -C=0 skupine B-
laktamskg prstena. Nakon ovih bazi¢nih reakcija, ostali produkt ioni nastaju gubitkom manjih
fragmenata molekule cefaleksina (Chong i Hu, 2008). Mehanizam nastanka produkt iona

cefaleksina prikazan je na slici 10.
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Slika 10. Glavni mehanizmi fragmentacije cefaleksina (Li i sur., 2010)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI
Materijale predstavljaju kokoSja jaja prikupliena s farmi u sklopu drzavnog monitoringa
odmjerena u koli€ini od 2 g za mikrobioloski test i 5 g za LC-MS/MS koja su u prethodnim

analizama pokazala negativan rezultat na prisutnost antibiotika.

3.2. KEMIKALIJE

* Acetonitril (J. T. Baker, SAD ili ekvivalentno)

» Aceton (Sigma — Aldrich, SAD ili ekvivalentno)

* Lab Lemco broth (Oxold, UK ili ekvivalentno)

* Voda, LC/MS (J. T. Baker, SAD ili ekvivalentno)

» Ultra Cista voda (uredaj za ultra Cistu vodu), Milli-Q system Millipore®, SAD
* Acetonitril, LC-MS Cistoc¢e (Biosolve Chimie, Francuska)

* Metanol, LC-MS Cgistoée (Biosolve Chimie, Francuska)

* Mravlja kiselina, 98 - 100%, LC - MS Cisto¢e (Honeywell Burdick Jackson, SAD)
*+ EMR-Lipid dSPE tube (Agilent p/n 5982 — 1010, SAD)

» Polish pouch (Agilent p/n 59820102, SAD)

* Amonijev acetat, HPLC grade (Honeywell Burdick Jackson, SAD)

+ DMSO, HPLC grade (Honeywell Burdick Jackson, SAD)

* Naz2EDTA (Honeywell Burdick Jackson, SAD)

3.3. OPREMA | MATERIJALI

* vaga (Ohaus) i posude za vaganje

* rukavice

* homogenizatori (blender, Ultra Turrax, mixer)

+ centrifuga s termostatom (Rotanta 460R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Njemacka))
* oprema za uparavanje dusikom (MultiVap 54, LabTech)

*  MCI- inkubator

+  MCI-12 Premi® test 2-Steps inkubator

+ Skare

» laboratorijsko posude (tikvice, konusne epruvete)

» termometar

* automatske pipete volumena 10 - 100 pL, 20 - 200 pL i 100 - 1000 pL (Eppendorf)

» Stoperica
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» hladnjak + 2/+ 8 °C

» ledenica s najnizom temperaturom od - 18 °C

» polipropilenske epruvete 15 mL (Eppendorf)

» precizne analiticke pipete volumena od 10 yL do 5 mL (Eppendorf)

+ centrifuga s max 15000 o/min (Thermo Fisher Scientific, Watham MA, SAD)

« vortex homogenizator (IKA® Vortex MS2 Minishaker (IKA® - WERKE GMBH & CO. KG,
Staufen, Njemacka))

* Epruvete za ultracentrifugu volumena do 2 mL (Eppendorf)

» HPLC uredaj Agilent Technologies 1290 Infinity

» Agilent Triple Quad 6470A

» Kromatografska kolona: Acquity UPLC HSS T3 1,8 um, 2,1x150 mm, Part
No0.186003540, Waters

» Predkolona: Acquity HSS T3 1.8 pM vanguard Pre-Col, Waters

3.4. STANDARDI

+ Cefaleksin (Vetranal)

» Cefazolin (Sigma)

» Cefoperazon (Vetranal)

» Cefalonij (Vetranal)

» Cefacetril (Vetranal)

» Cefkvinom (Vetranal)

» Desacetil-cefapirin (Toronto Research Chemicals)
» Desfuroil-ceftiofur (Toronto Research Chemicals)
* Ceftiofur (Vetranal)

» Cefapirin (Sigma)

Interni standardi:

* Cefaleksin-D5 (Toronto Research Chemicals)

» Penicilin V-D5 (Toronto Research Chemicals)

3.5. PRIPREMA UZORAKA JAJA
Jaja koja su donesena 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 jaja ostavi na sobnoj temperaturi da se otopi.

3.6. ODREDBIVANJE ANTIBAKTERIJSKIH TVARI MIKROBIOLOSKIM TESTOM
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3.6.1. Priprema negativhog uzorka
Za negativnu probu u svakoj analizi koristi se uzorak kojem je u prijasnjim analizama

utvrden negativan odziv testa (Zuc¢kasto obojenje).

3.6.2. Priprema uzorka sa standardnim dodatkom

Za svaku seriju uzoraka provjerava se najmanje na jednom analiziranom uzorku osjetljivost
metode.

Postupak obogacivanja je naveden u tablici 2.

Tablica 2. Priprema otopina standardnih dodataka (Interna procedura Hrvatskog
veterinarskog instituta, 2022)

ANALITI OBOGACENJE g koncentracije otopina volumen

(ng/g) uzorka standarda otopina

(ng/mL) standarda
(L)
AMOKSICILIN 10 2 100 200
PENICILIN V 25 2 1000 50
CEFALEKSIN 10 2 100 200
CEFTIOFUR 10 2 100 200
CEFKVINOM 10 2 100 200
ENFROFLOKSACIN 2,5 2 100 50
TILMIKOZIN 2,5 2 100 50
TILOZIN A 200 2 1000 400
FLORFENIKOL 2 2 100 40
DOKSICIKLIN 10 2 100 200
TETRACIKLIN 200 2 1000 400
TETRACIKLIN epi 200 2 1000 400
OKSITETRACIKLIN 200 2 1000 400
OKSITETRACIKLIN 200 2 1000 400

epi
KLORTETRACIKLIN 200 2 1000 400
KLORTETRACIKLIN 200 2 1000 400
epi

SULFAMETAZIN 1 2 100 20
SULFADOKSIN 1 2 100 20
TRIMETOPRIM 1 2 100 20
DAPSON 1 2 100 20
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Standardne otopine pripremaju se kako slijedi:

Otopina medustandarda MS (1000 ug/mL): 50 mg standarda kvantitativno prenijeti u tikvicu
od 50 mL, nadopuniti s otapalom do polovice, otopiti i zatim nadopuniti tikvicu do oznake
Radni standard RS1 (10 pyg/mL): 1 mL otopine MS - 100 mL tikvica

Radni standard RS2 (1000 ng/mL): 5 mL otopine RS1 > 50 mL tikvica

Radni standard RS3 (100 ng/mL): 5 mL otopine RSz - 50 mL tikvica
Radni standard RS4 (500 ng/mL): 2,5 mL otopine RS1 - 50 mL tikvica

Otopina medustandarda se ¢uva na +2 do +8 °C 1 mjesec.

Radni standard RS1 se €uva na +2 do +8 °C najdulje 1 mjesec.

Ostale radne otopine Cuvati na temperaturi od +2/+8°C najdulje 3 tjedna.
Za pripremu standarda koriStena su sljedeca otapala:

PBS pufer pH 6: penicilin, trimetoprim.

PBS pufer pH 5: cefaleksin, dapson, tilmikozin, doksiciklin.

Metanol: ceftiofur, tilozin.

Metanol-PBS pufer pH 7,4: Oksitetraciklin, klortetraciklin

Etanol-PBS pufer pH 7,4: Tetraciklin

Radne otopine pripremane su u odgovaraju¢em puferu.

3.6.3. Ekstrakcijska procedura za uzorke jaja

Odvagati 2 g + 0,5 g homogeniziranog uzorka u epruvetu od 50 mL.
Dodati 5 mL acetonitril:acetona (70:30) i vorteksirati 45 sekundi.
Centrifugirati na 4500 rpm 10 minuta na 4 °C.

Dekantirati supernatant u Cistu staklenu epruvetu.

Upariti do gotovo do suha u blagoj struji dusika na 45 °C.

Dodati 250 uL Lab Lemco broth (8 g/L) i vorteksirati.

100 uL ekstrakta jaja pipetirati u ampulu Premi® testa.

Ampula se zatvori plastichom ili aluminijskom folijom.

© © N o g~ wDNhPRE

Odmah inkubirati na 64 °C do promjene boje negativne kontrole (oko 4 h za uzorke jaja).

3.6.4. Kontrola kvalitete rezultata testa

U svakoj seriji injektirati slijepu probu.

3.6.5. Prikaz rezultata
+ Ocitavanje rezultata provodi se samo na 2/3 dijela od dna ampule
» Jasna promjena boje iz ljubi€aste u Zutu ukazuje na odsutnost antibakterijskih tvari u

uzorku na prikazanim razinama detekcije ili iznad njih.
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« Zuto-liubi¢asta boja ukazuje na prisutnost antibakterijskih tvari u odgovarajuéem uzorku
blizu prikazanih razina detekcije.
» Ako ne dode do promjene boje to ukazuje na prisutnost antibakterijskih tvari u

odgovaraju¢em uzorku mlijeka na razini detekcije testa ili iznad njega.

3.7. ODREDIVANJE CEFALOSPORINA LC-MS/MS METODOM

3.7.1. 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 cuvati do tri mjeseca na temperaturi -18 °C.

Prije analize homogenizirani uzorak se ostavi na sobnoj temperaturi da se otopi.

3.7.2. Priprema otopina

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

* Mobilna faza B: MeOH (LC-MS Ccistoce)

* 0,5 % mravlje kiseline u acetonitrilu: pipetirati 2,5 mL mravlje kiseline u tikvicu od 500

+ 5 M amonijev acetat: 9,625 g amonijevog acetata otopiti u 25 mL ultraCiste vode

* 5 mM amonijevog acetata: pipetirati 200 yL 5 M amonijevog acetata u tikvicu od 200 mL
* 0,5% Na2EDTA: 0,5 g Na2EDTA u tikvicu od 100 mL

* ACN/H20 (80:20, v/v): pomijeSati 400 mL acetonitrila s 100 mL ultraCiste H20

3.7.3. Priprema standardnih otopina veterinarskih lijekova

Bazne otopine standarda pripremaju se zasebno nakon Cega se pripremaju mjeSavine
zasebnih grupa analita. Radne otopine sluze za obogacdivanje kontrolnih uzoraka tj.
pripremu matriks kalibracijske krivulje i za izradu standardne krivulje. Za kvantitativhu
analizu cefalosporina koriste se standardne i matriks krivulje u razli€itim koncentracijskim

podrucjima.

Priprema mjeSavine standarda cefalosporina za analizu na LC-MS/MS
Otopina medustandarda MS svakog cefalosporina (1000 ug/mL): 50 mg standarda
kvantitativnho prenijeti u tikvicu od 50 mL, nadopuniti s otapalom do polovice, otopiti i zatim

nadopuniti tikvicu do oznake
Radni standard MIX-JAJA-S1 (10 yg/mL): 0,25 mL otopine MS - 25 mL tikvica
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Radni standard MIX-JAJA-S2 (1000 ng/mL): 1 mL otopine MIX-JAJA-S1 - 10 mL tikvica

Priprema mjeSavine standarda internih standarda Penicillin V-D5 i Cefalexin-d5 za analizu
na LC-MS/MS

Otopina medustandarda MS svakog internog standarda (1000 ug/mL): 50 mg standarda
kvantitativno prenijeti u tikvicu od 50 mL, nadopuniti s otapalom do polovice, otopiti i zatim
nadopuniti tikvicu do oznake

Radni standard RS-ISTD1 (10 pg/mL): 0,1 mL otopine MS - 10 mL tikvica

Radni standard RS-ISTD2 (1000 ng/mL): 1 mL otopine RS-ISTD1 - 10 mL tikvica

3.7.4. Priprema standardne krivulje na otapalu i standarda za kontrolu stabilnosti sustava
Za kontrolu linearnosti odziva instrumenta te stabilnosti standardnih otopina priprema se

kalibracijska krivulja na otapalu prema tablici 3.

Tablica 3. Standardna krivulja na otapalu (Interna procedura Hrvatskog veterinarskog
instituta, 2021)

L1(uL) | L2(pL) | L3(uL) | L4(uL) L5(uL) Slijepa proba(uL)
0,1% Mravlja kiselina (mL) 800 800 800 800 800 800
MeOH (mL) 130 100 50 0 40 200
MIX-JAJA-S2 10 25 50 75 100 -
CEF-S2 10 25 50 75 10(S1) -
RS-ISTD2 50 50 50 50 50 -

3.7.5. Priprema matriks kalibracijske krivulje
U svakoj analizi priprema se matriks kalibracijska krivulja na nacin da se jaje obogati na 4
koncentracijske razine, kao Sto je prikazano u tablici 4 ovisno o postavljenom MRL-u ili

najnizoj koncentraciji, obzirom da niti jedan analit nije odobren za upotrebu.

Tablica 4. Matriks kalibracija (Interna procedura Hrvatskog veterinarskog instituta, 2021)

MATRIKS 710 [ M1 M2 M3 M4 Slijepa
MRL | (WL) (uL) (ML) | (uL) proba
(Co) (ML)
JAJASg MIX-JAJA-S2 25 [ 125 250 375 | 500 -
RS-ISTD2 250 | 250 250 250 | 250 -
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3.7.6. Kontrolni uzorak stanja instrumenta
Kontrolni uzorak osjetljivosti instrumenta predstavlja mjeSavina standarda u koncentraciji
koja za uzorak jaja odgovara MRL koncentraciji. To predstavlja koncentracijska razina L3

pripremljena prema tablici 3.

3.7.7. Kontrolni uzorak slijepe probe
Kontrolni uzorak slijepe probe (Blank) predstavlja mjeSavina metanola i mravlje kiseline

prema tablici 3.

3.7.8. Negativni kontrolni uzorak otapala
Kontrolni uzorak slijepe probe otapala (Solvent blank) predstavlja uzorak proveden kroz

ekstrakciju bez prisustva matriksa.

3.7.9. Negativni kontrolni uzorak matriksa
Negativni kontrolni uzorak matriksa (Matrix blank) predstavlja uzorak jaja koji ne sadrzi

analite koji se pretrazuju ovom metodom.

3.7.10. Obogaceni kontrolni uzorak — analiza misi¢nog tkiva i mlijeka

Negativni jaja obogacuju se standardnim otopinama mjeSavine analita prema tablici 4.

3.7.11. ProciS¢avanje uzorka (QUECHERS ekstrakcija)

» Odvagati 5 + 0,05 g uzorka jaja

* U sve uzorke dodati interni standard 250 yL RS-ISTD2 za jaja

* uzorcima za kalibraciju dodati mjeSavinu standarda prema tablici 4

» Obogacene uzorke ostaviti 15 min na tamno mjesto

Ekstrakcija:

» Dodati 10 ml 0,5 % mravlje kiseline u acetonitrilu (2,5 mL mravlje kiseline u tikvicu od
500 mL), te nakon dodatka odmah vorteksirati

* MijeSati na mehanickoj mjesalici/vorteksu kroz 10 minuta (2000 o/min)

» Centrifugirati 4000 okretaja/min kroz 10 minuta pri 4 °C

+ EMR aktivacija praska (p/n 5982-1010 KEM153 PrasSak u epruvetama s narancastim
¢epom): Dodati 3 ml 5 mM amonijevog acetata (pr. 200 yL 5 M Amonijevog acetata u tikvicu
od 200 mL) u epruvetu s EMR praskom te odmah vorteksirati kroz 20 s, dodavati pufer dok

je epruveta s praskom na vorteksu, pazeéi da se stvorila jednolika emulzija
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* Prebaciti 7 mL supernatanta (0,5 % mravlje kiseline u ACN) u aktiviranu emulziju s
praskom

» odmah vorteksirati tijekom 5 minuta

» Centrifugirati 4000 okretaja/min kroz 10 minuta pri 4°C

* Supernatant dekantirati u novu epruvetu od 50 mL s ¢epom

» Dodati sadrzaj soli MgSOys iz vrecice (p/n 5982-0102 KEM 159 prasak u vrecici) i snazno
muckati dok se ne razbiju stvrdnuti komadi soli, te zatim odmah vorteksirati ru¢no

* Dodatno vorteksirati na mehanickoj mijeSalici kroz 2 minute

» Centrifugirati 4000 okretaja/min kroz 10 minuta pri 4 °C

* Prebaciti 2 ml supernatanta u staklenu epruvetu od 12 - 15 ml

» Dodati 50 yl DMSO

*  Odpariti u struji dusika pri 40 °C dok ne zaostane volumen od ~ 50l

» Otopiti uzorke dodatkom 100ul MeOH, vorteksirati i zatim dodati

850 pl 0,1 % mravlje kiseline

» otopiti kroz 5 minuta u ultrazvucnoj kupelji

* prebaciti otopinu u epruvetu od 2 ml za ultracentrifugu te centrifugirati pri 15000
okretaja/min, kroz 5 minuta pri 4 °C

 Bistru otopinu uzorka (400 pl) prebaciti u vialu s insertom

3.7.12. Mjerenje na LC-MS/MS uredaju

Za provodenje analize koristi se HPLC uredaj 1290 Infinity udruzen s masenim
spektrometrom s trostrukim kvadropolom (LC-MS/MS G6470) s Dual AJS ESI sustavom
za elektrosprej ionizaciju. U tablici 5 prikazane ionske tranzicije zasvaki od analita. Analiti
se ioniziraju u pozitivnom i negativnhom nacinu rada.

Instrumentalna analiza se obavlja na instrumentu oznake 1-2 145, koriste¢i MassHunter
Acquisition software prema metodi: Antibiotici-dMRM-opt-20211130-rev02-JAJA.m.
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Tablica 5. Parametri detekcije supstancija pomo¢u LC-MS/MS spektrometra

Analit Prekursor Produkt ion RT min Fragmentor | Kolizijska
ion m/z energija

Cefaleksin 348,1 174,1 158,1 7,34 100 10
Cefaleksin-D5 353,1 179,1 7,34 135 20
Cefalonijum 459,1 337,1 152,1 6,99 100 10
Cefazolin 455 323 156 124 7,64 135 4
Cefoperazon 646,2 530,2 290,3 143,2 7,8 100 10
Cefkvinome 530,1 397,1 324 134,2 6,88 120 10
Ceftiofur 524 241 210 126 8,69 135 20
Cefapirin 424,1 364 124,1 112 6,5 135 8
Desacetil-cefapirin 382,1 292 226 152 5,68 135 20
Desfuroil-ceftiofur 430 241 210 126 7,71 135 20
Penicillin V-D5 356,1 197 160 9,6 135 20
Cefacetril 357,1 252 280 7,0 135 5
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Tablica 6. Kromatografski uvjeti

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

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

Protok 0,4 mL/min

Temperatura odjeljka kolone 40°C

Sustav za uzorkovanije Volumen injektiranja 10 yL

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
Gradijent:

Vrijeme A B Protok  Tlak
100 O 0,400 1000
% % mL/min bar

. 95 0,400 1000
2 10 min > % % mL/min  bar
. 95 0,400 1000
3 13 min > % % mL/min bar
13,5 100 O 0,400 1000
min % % mbL/min  bar

. 100 O 0,400 1000
5 17min % % mbL/min  bar

1 3 min

Uvjeti LC-MS/MS spektrometra:

lonizacija se odvija u ESI izvoru u pozitivnom i negativnom mode-u Dynamic MRM nacinom
rada.

Parametri masene spektrometrije su:

Gas Temp (°C) 150

Gas Flow (I/min) 11

Nebulizer (psi) 35

SheathGasHeater 300

SheathGasFlow 6

Capillary (V) 4000

VCharging 500

Delta EMV iznosi 250.

Parametri instrumentalne optimizacije koji se tiu instrumenta, prikazani su u Tune File-u

radunala.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovome radu provedena je usporedba rezultata odredivanja ostataka cefalosporinskih
antibiotika Premi® testom za odredivanje ostataka antibiotika i metodom tekucéinske
kromatografije — tandemske spektrometrije masa (LC-MS/MS). Premi® test je orijentacijska
metoda pa je i za taj test potrebno provesti analiticku, kvantifikacijsku metodu. Priprema
uzoraka za LC-MS/MS ukljuCuje procis¢avanje QUEChERS (eng. Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe) ekstrakcijom. Rezultati dobiveni provedenom LC-MS/MS analizom
koriSteni su kako bi se utvrdila ponovljivost metode za svaki od cefalosporina. Ispitano je
podrucje linearnosti metode izradom kalibracijskih pravaca te je usporedena linearnost kada se

kao standard koristi cefaleksin D5, odnosno penicilin V D5.

4.1. MIKROBIOLOSKI TEST

Uzorci jaja obogaceni su kako je prikazano u tablici 2, 100 uL tako pripremljenih uzoraka nanosi
se u ampule Premi® testa, te se inkubira na 64 °C do promjene boje oko 4 h.

Premi® test zasniva se na inhibiciji rasta Bacillus stearothermphilus, mikroorganizma vrlo
osjetljivog ha mnoge antiobiotike. U agaru je standardiziran broj spora s odredenim nutrijentima.
Kada se uzorak doda na agar i inkubira na 64 °C spore Ce rasti. Izrasle spore ¢e se umnozavati
i stvarati karbonatnu kiselinu kada nisu prisutne inhibitorne tvari. Proizvedena kiselina uzrokuje
promjenu boje indikatora bromokrezola iz ljubiéaste u Zutu. Zuta boja agara nakon inkubacije
ukazuje na negativni uzorak. Ako ispitivani uzorak sadrZi inhibitorne tvari u dovoljnoj koli€ini
(iznad granica detekcije) ne dolazi do rasta spora pri ¢emu boja agara ostaje ljubiCasta.
Oc¢itavanje rezultata provodi se samo na 2/3 dijela ampule od dna.

Uzorci su obogaceni cefalosporinima u koncentraciji od 10 ug/kg $to odgovara osjetljivosti
metode koja je sljedec¢a primijenjena, odnosno LC-MS/MS metodi, obzirom da za cefalosporine
nije propisana NDK vrijednost, to jest nisu odobreni za upotrebu. Ostali antibiotici testirani su
kako bi se provjerila ukupna osjetljivost testa na antibiotike, a sluZe i kao pozitivha kontrola da
je postupak testa proveden prema propisu.

Rezultati nakon inkubacije prikazani su na slici 11 i u tablici 7. Pozitivni su uzorci, oni ljubi€astog
obojenja, obogaceni amoksicilinom, penicilinom V, tilozinom A i dapsonom $to potvrduje da su
koncentracije antibiotika unutar granice detekcije. U ostalim uzorcima doSlo je do promjene
obojenja u Zuto $to ukazuje na negativan uzorak bez obzira na provedena obogacenja §to je
rezultat loSe osjetljivosti testa na odredeni antibiotik. Iste rezultate pokazala je i studija koju su
proveli Wu i sur. (2021), Premi® test bio je nedovoljno osjetljiv kako bi se njime detektirali

cefaleksin, ceftiofur i cefkvinom, kao i svi ostali ispitani cefalosporini u uzorcima kokosjih jaja.
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Medutim, ovaj test samo je orijentacijska metoda te njegova pouzdanost nije potpuna stoga je

potrebno potvrditi rezultate analitickim metodama.

Slika 11. Rezultati mikrobioloSkog testa nakon inkubacije uzoraka

Tablica 7. Prisutnost antibiotika u uzorcima

UZORAK | ANALIT OBOGACENJE | PRISUTNOST
(ug/kg) ANTIBIOTIKA
1 AMOKSICILIN 10 T
2 PENICILIN V 25 T
3 CEFALEKSIN 10 -
4 CEFTIOFUR 10 -
5 CEFKVINOM 10 -
6 ENFROFLOKSACIN 2,5 -
7 TILMIKOZIN 2,5 -
8 TILOZIN A 200 n
9 FLORFENIKOL 2 -
10 DOKSICIKLIN 10 -
11 TETRACIKLIN 200 -
12 TETRACIKLIN epi 200 -
13 OKSITETRACIKLIN 200 -
14 OKSITETRACIKLIN epi 200 -
15 KLORTETRACIKLIN 200 -
16 KLORTETRACIKLIN epi 200 -
17 SULFAMETAZIN 1 -
18 SULFADOKSIN 1 -
19 TRIMETOPRIM 1 -
20 DAPSON 1 n
21 SLIJEPA PROBA / -
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4.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA — SPEKTROMETRIJA MASA (LC-
MS/MS)

4.2.1. LC kromatogrami
Pri provedbi kromatografije primijenjena je gradijentna eluacija na kromatografskoj koloni, a

dobiveni kromatogram te retencijska vremena mogu se vidjeti na slici 12.

x10 2 |Cpd 10: Cephapirin: + MRM (424.7 -> 364.0) smp-0076.d
1
1051 1 2 345 6 789 10

14
0.95
0.9+
0.85
0.8
0.75
0.7+
0.65
0.6+
0.55-
0.5
0.45
0.4+
0.35
0.3
0.25
0.2+
0.154
0.19
0.05

o

b 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 g 95
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 12. Kromatogram uzorka jaja obogacenog cefalosporinima: desacetil-cefapirin (1),
cefapirin (2), cefkvinom (3), cefacetril (4), cefalonij (5), cefaleksin (6), cefazolin (7),
desfuroil-ceftiofur (8), cefoperazon (9), ceftiofur (10)

4.2.2. Specificnost metode
Kako bi se potvrdila specificnost metode analizirano je 5 uzoraka slijepih proba (Blank). Na
dobivenim kromatogramima nisu pronadeni pikovi koji bi mogli interferirati s analitom kao ni
lazno pozitivni rezultati &ime je potvrdena specificnost metode. Na slikama 13 i 14 je navedena

usporedba kromatograma slijepe probe i oboga¢enog uzorka cefazolina.
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Slika 14. Kromatogram obogacéenog uzorka za cefazolin
4.2.3. Ponovljivost metode
Kako bi se potvrdila ponovljivost metode, analizirano je ukupno 25 uzoraka obogacenih na 5

koncentracijskih razina s 5 ponavljanja na razini. Obogacenja su provedena ovisno o najnizoj

koncentraciji kao $to je prikazano u tablici 8.
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Tablica 8. Uzorci jaja obogaceni cefalosporinima (cefaleksin, cefazolin, cefoperazon,
cefalonij, cefacetril, ceftkvinom, desacetil-cefapirin, desfuroil-ceftiofur, ceftiofur, cefapirin)

Uzorak Razina obogacenja Obogacenje
[mg/kg]
uz-jaja-1 M1 5
uz-jaja-2 M1 5
uz-jaja-3 M1 5
uz-jaja-4 M1 5
uz-jaja-5 M1 5
uz-jaja-6 M2 25
uz-jaja-7 M2 25
uz-jaja-8 M2 25
uz-jaja-9 M2 25
uz-jaja-10 M2 25
uz-jaja-11 M3 50
uz-jaja-12 M3 50
uz-jaja-13 M3 50
uz-jaja-14 M3 50
uz-jaja-15 M3 50
uz-jaja-16 M4 75
uz-jaja-17 M4 75
uz-jaja-18 M4 75
uz-jaja-19 M4 75
uz-jaja-20 M4 75
uz-jaja-21 M5 100
uz-jaja-22 M5 100
uz-jaja-23 M5 100
uz-jaja-24 M5 100
uz-jaja-25 M5 100

U tablici 9 su prikazane dobivene koncentracije kontrole ponovljivosti cefaleksina u uzorcima.
Relativha standardna devijacija, odnosno to¢nost odredivanja masa, povecava se porastom
koncentracije analita u uzorcima iz éega se moze zakljuciti kako toénost odredivanja mase ovisi
o koncentraciji analita u uzorku. Slika 15 prikazuje kromatogram uzorka uz-jaja-2 pri
obogacenju od 5 ug/kg iz kojeg je vidljiv visok odziv te retencijsko vrijeme 7,332 $to odgovara

standardu.
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Tablica 9. Rezultati ponovljivosti rezidua cefaleksina

Oznaka uzorka Konaéna Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
%
uz-jaja-1 6,2
uz-jaja-2 6,5
uz-jaja-3 5,7 0,4 6,0
uz-jaja-4 5,7
uz-jaja-5 5,7
uz-jaja-6 22,5
uz-jaja-7 24,6
uz-jaja-8 24.4 1,9 7.7
uz-jaja-9 26,9
uz-jaja-10 27,1
uz-jaja-11 46,1
uz-jaja-12 42,4
uz-jaja-13 54,2 6,6 14,1
uz-jaja-14 53,3
uz-jaja-15 39,1
uz-jaja-16 94,0
uz-jaja-17 65,7
uz-jaja-18 78,4 11,9 15,7
uz-jaja-19 64,7
uz-jaja-20 77,5
uz-jaja-21 82,6
uz-jaja-22 6,2
uz-jaja-23 6,5 15,7 15,6
uz-jaja-24 5,7
uz-jaja-25 5,7
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Slika 15. Kromatogram cefaleksina, cefazolina, cefoperazona, cefalonija, cefacetrila,
cefkvinoma, ceftiofura, cefapirina i desacetil-cefapirina u uzorku uz-jaja-2 obogacen na razini

od 5 ug/kg
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Slika 15. Kromatogram cefaleksina, cefazolina, cefoperazona, cefalonija, cefacetrila,
cefkvinoma, ceftiofura, cefapirina i desacetil-cefapirina u uzorku uz-jaja-2 obogacéen na razini

od 5 pg/kg - nastavak

32



},MR"',' (3621 ->152.0) 5n'|:--C'C‘2-§5:B41 min 3821 -> 1520 , 2821 > 292.0 , 3821 -» 2260 363.1->179.1
= x10% | Desaestyl cafapirin F #1027 Ratio = 388 (1066 %) & x102]
S 114 w124 Ratio=834(1057 %) @
: = 08
1 £ 1 <
0.99 ; 0.84 2 0.6
0.8 2 0B £
nT = = ol
0.74 = .4 ©
0.6 = = n2d
0 5_ UL+
0.44
T T T T T T T T
53 54 55 56 57 58 59 6 51 54 55 55 57 53 53 & 688 69 | 71 72 73 74 75 76 77 78
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Slika 15. Kromatogram cefaleksina, cefazolina, cefoperazona, cefalonija, cefacetrila,
cefkvinoma, ceftiofura, cefapirina i desacetil-cefapirina u uzorku uz-jaja-2 obogacéen na razini
od 5 pg/kg - nastavak

Iz dobivenih koncentracija kontrole ponovljivosti cefacetrila u uzorcima u tablici 10 vidljivo je
kako metoda nije primjenjiva pri svim koncentracijama. Pri obogacenju od 5 ug/kg relativha
standardna devijacija iznosi 57,1 %, dok slika 15 prikazuje kromatogram cefacetrila na kojemu
su prisutni Sumovi pri istom obogacenju Sto potvrduje da metoda nije primjenjiva pri
koncentraciji od 5 ug/kg. Paoletti i sur. (2021) su to dokazali tijekom razvoja i validacije iste
metode za detekciju antibiotika u jajima, cefacetrii nije bilo mogucée detektirati pri
koncentracijama od 3,3 ug/kg i 10 ug/kg. Povecanjem koncentracije dolazi do smanjenja

relativne standardne devijacije pa se metoda moze Koristiti pri koncentracijama iznad 25 ug/kg.
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Tablica 10. Rezultati ponovljivosti rezidua cefacetrila

Oznaka uzorka Konac¢na Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
%
uz-jaja-1 3,1
uz-jaja-2 2,2
uz-jaja-3 4,2 3,0 57,1
uz-jaja-4 9,2
uz-jaja-5 7,8
uz-jaja-6 11,7
uz-jaja-7 25,5
uz-jaja-8 33,7 8,5 33,7
uz-jaja-9 24,1
uz-jaja-10 30,7
uz-jaja-11 38,0
uz-jaja-12 42,8
uz-jaja-13 61,6 10,3 21,0
uz-jaja-14 58,1
uz-jaja-15 44,5
uz-jaja-16 95,0
uz-jaja-17 64,8
uz-jaja-18 86,0 13,0 16,8
uz-jaja-19 73,1
uz-jaja-20 66,8
uz-jaja-21 94,7
uz-jaja-22 110,7
uz-jaja-23 121,0 17,0 17,2
uz-jaja-24 89,4
uz-jaja-25 78,2
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Metoda se moze primijeniti za cefalonij u cijelom opsegu ispitanih koncentracija, u opsegu od
5 ug/kg do 100 pg/kg, Sto je prikazano u tablici 11. Relativna standardna devijacija
odgovarajuca je pri ispitivanim koncentracijama. Slika 15 prikazuje kromatogram cefalonija pri

obogacenju od 5 ug/kg na kojem je vidljiv visok odziv i retencijsko vrijeme 7,012.

Tablica 11. Rezultati ponovljivosti rezidua cefalonija

Oznaka uzorka Konacna Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
%
uz-jaja-1 7,7
uz-jaja-2 8,1
uz-jaja-3 6,4 0,9 12,0
uz-jaja-4 9,0
uz-jaja-5 7,7
uz-jaja-6 20,6
uz-jaja-7 24,5
uz-jaja-8 24,1 2,6 10,6
uz-jaja-9 23,9
uz-jaja-10 27,8
uz-jaja-11 40,1
uz-jaja-12 38,8
uz-jaja-13 55,1 6,9 15,7
uz-jaja-14 45,6
uz-jaja-15 39,3
uz-jaja-16 104,9
uz-jaja-17 63,6
uz-jaja-18 69,2 16,9 22,4
uz-jaja-19 65,4
uz-jaja-20 75,4
uz-jaja-21 95,8
uz-jaja-22 117,9
uz-jaja-23 102,2 9,1 8,9
uz-jaja-24 102,0
uz-jaja-25 95,3

35



Tablica 12 prikazuje koncentracije kontrole ponovljivosti cefazolina. Cefazolin se ne moze

detektirati pri koncentraciji od 5 pg/kg, a relativna standardna devijacija odgovaraju¢a je pri

koncentraciji od 50 pg/kg i iznosi 13,4 %, dok je pri ostalim koncentracijama visoka. Stoga je

metoda za cefazolin primjenjiva pri koncentraciji od 50 pg/kg.

Tablica 12. Rezultati ponovljivosti rezidua cefazolina

Oznaka uzorka Konacna Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
%
uz-jaja-1 /
uz-jaja-2 /
uz-jaja-3 / nije primjenjivo nije primjenjivo
uz-jaja-4 /
uz-jaja-5 /
uz-jaja-6 17,5
uz-jaja-7 19,6
uz-jaja-8 28,0 6,8 26,6
uz-jaja-9 33,2
uz-jaja-10 30,3
uz-jaja-11 59,9
uz-jaja-12 61,0
uz-jaja-13 77,5 8,4 13,4
uz-jaja-14 58,1
uz-jaja-15 56,8
uz-jaja-16 90,8
uz-jaja-17 51,7
uz-jaja-18 101,8 19,6 22,8
uz-jaja-19 91,9
uz-jaja-20 93,2
uz-jaja-21 59,1
uz-jaja-22 109,2
uz-jaja-23 99,2 21,5 25,1
uz-jaja-24 94,0
uz-jaja-25 67,1
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Cefoperazon se moze detektirati u podru€ju od 5 ug/kg do 100 ug/kg Sto je vidljivo u tablici 13

te je metoda primjenjiva u ispitivanom rasponu.

Tablica 13. Rezultati ponovljivosti rezidua cefoperazona

Oznaka uzorka Konac¢na Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
uz-jaja-1 5,9
uz-jaja-2 5,5
uz-jaja-3 3,9 0,8 14,9
uz-jaja-4 4,8
uz-jaja-5 5,4
uz-jaja-6 20,6
uz-jaja-7 22,5
uz-jaja-8 21,3 29 12,7
uz-jaja-9 23,8
uz-jaja-10 28,0
uz-jaja-11 42,3
uz-jaja-12 45,2
uz-jaja-13 54,3 54 11,1
uz-jaja-14 49,6
uz-jaja-15 54,6
uz-jaja-16 99,5
uz-jaja-17 61,8
uz-jaja-18 89,8 14,3 17,6
uz-jaja-19 74,9
uz-jaja-20 82,4
uz-jaja-21 83,7
uz-jaja-22 112,2
uz-jaja-23 92,5 10,8 11,3
uz-jaja-24 99,9
uz-jaja-25 90,8
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Tablica 14 prikazuje koncentracije kontrole ponovljivosti cefkvinoma. Najniza standardna

devijacija iznosi 7,8 % pri koncentraciji od 5 pug/kg. Metoda nije primjenjiva pri koncentraciji od

75 pg/kg obzirom da relativha standardna devijacija na toj razini obogacenja iznosi 42,5 %.

Slika 15 prikazuje kromatogram cefkvinoma te je detektiran relativno nizak odziv. Retencijsko

vrijeme cefkvinoma je 6,799.

Tablica 14. Rezultati ponovljivosti rezidua cefkvinoma

Oznaka uzorka Konacna Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
%
uz-jaja-1 9,3
uz-jaja-2 8,8
uz-jaja-3 9,2 0,7 7,8
uz-jaja-4 10,7
uz-jaja-5 9,6
uz-jaja-6 16,4
uz-jaja-7 26,6
uz-jaja-8 23,4 3,9 17,0
uz-jaja-9 23,3
uz-jaja-10 25,2
uz-jaja-11 33,5
uz-jaja-12 49,9
uz-jaja-13 56,4 10,2 22,0
uz-jaja-14 54,5
uz-jaja-15 37,8
uz-jaja-16 133,6
uz-jaja-17 56,5
uz-jaja-18 66,1 33,1 42,5
uz-jaja-19 52,1
uz-jaja-20 80,6
uz-jaja-21 132,5
uz-jaja-22 116,9
uz-jaja-23 111,4 17,6 16,1
uz-jaja-24 92,4
uz-jaja-25 90,7
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Ceftiofur se ne moze detektirati pri koncentraciji od 5 pg/kg, a pri viSim koncentracijama

relativna standardna devijacija raste porastom koncentracija Sto je vidljivo u tablici 15 pa je

metoda najbolje primjenjiva pri koncentracijama od 25 ug/kg i 50 pg/kg.

Tablica 15. Rezultati ponovljivosti rezidua ceftiofura

Oznaka uzorka Konacna Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
%
uz-jaja-1 /
uz-jaja-2 /
uz-jaja-3 / nije primjenjivo nije primjenivo
uz-jaja-4 /
uz-jaja-5 /
uz-jaja-6 21,7
uz-jaja-7 23,4
uz-jaja-8 26,3 3,0 12,1
uz-jaja-9 23,8
uz-jaja-10 29,5
uz-jaja-11 53,0
uz-jaja-12 58,6
uz-jaja-13 75,3 9,0 14,4
uz-jaja-14 68,5
uz-jaja-15 57,9
uz-jaja-16 84,0
uz-jaja-17 57,9
uz-jaja-18 99,5 16,8 20,3
uz-jaja-19 76,0
uz-jaja-20 96,2
uz-jaja-21 53,0
uz-jaja-22 115,9
uz-jaja-23 92,6 22,7 25,7
uz-jaja-24 93,4
uz-jaja-25 86,0
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Iz relativnih standardnih devijacija prikazanih u tablici 16 vidljivo je da se cefapirin moze

detektirati u rasponu od 5 pg/kg do 100 ug/kg, medutim najbolja ponovljivost je pri 5 ug/kg gdje

relativna standardna devijacija iznosi 7,8 %. Slika 15 prikazuje kromatogram cefapirina pri

obogacenju od 5 ug/kg pri Eemu je detektiran visok odziv §to potvrduje prethodne rezultate.

Tablica 16. Rezultati ponovljivosti rezidua cefapirina

Oznaka uzorka Konacna Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
%
uz-jaja-1 6,4
uz-jaja-2 6,8
uz-jaja-3 55 0,5 7,8
uz-jaja-4 6,3
uz-jaja-5 6,7
uz-jaja-6 21,3
uz-jaja-7 23,1
uz-jaja-8 21,8 2,5 10,7
uz-jaja-9 25,9
uz-jaja-10 27,1
uz-jaja-11 45,0
uz-jaja-12 45,1
uz-jaja-13 51,7 6,1 13,0
uz-jaja-14 54,8
uz-jaja-15 39,2
uz-jaja-16 97,4
uz-jaja-17 60,8
uz-jaja-18 76,1 14,7 19,2
uz-jaja-19 65,2
uz-jaja-20 84,0
uz-jaja-21 90,5
uz-jaja-22 120,5
uz-jaja-23 103,7 12,4 12,4
uz-jaja-24 96,2
uz-jaja-25 90,9
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Desacetil-cefapirin najbolje je odredivati pri koncentracijama od 5 pg/kg i 10 uyg/kg pri ¢emu
relativne standardne devijacije iznose 1,1 %, odnosno 5,4 % S$to je prikazano u tablici 17.
Kromatogram na slici 15 prikazuje da je detektiran visok odziv desacetil cefapirina pri

retencijskom vremenu 5,643.

Tablica 17. Rezultati ponovljivosti rezidua desacetil-cefapirina

Oznaka uzorka Konacna Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
uz-jaja-1 11,0
uz-jaja-2 11,2
uz-jaja-3 11,1 0,1 1,1
uz-jaja-4 10,9
uz-jaja-5 11,0
uz-jaja-6 20,7
uz-jaja-7 23,6
uz-jaja-8 21,3 1,2 54
uz-jaja-9 23,2
uz-jaja-10 22,5
uz-jaja-11 39,2
uz-jaja-12 36,9
uz-jaja-13 43,6 6,8 16,9
uz-jaja-14 49,2
uz-jaja-15 31,3
uz-jaja-16 95,3
uz-jaja-17 70,1
uz-jaja-18 74,2 13,7 18,8
uz-jaja-19 57,9
uz-jaja-20 68,3
uz-jaja-21 118,5
uz-jaja-22 119,0
uz-jaja-23 103,7 11,7 11,0
uz-jaja-24 92,4
uz-jaja-25 100,1
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U tablici 18 su prikazane dobivene koncentracije kontrole ponovljivosti rezidua desfuroil-
ceftiofura. To€nost mjerenja, odnosno relativha standardna devijacija nisu odgovarajuci te se
metoda ne moZe primijeniti za desfuroil-ceftiofur. Instrument je dovoljno osjetljiv §to je vidljivo
u standardu, medutim desfuroil ceftiofur je nestabilan analit te mu ne odgovara priprema ¢emu
se moZe doskoCiti skracCivanjem pripreme, ali onda je analit slabije proCiS¢en te zaostaje viSe
matriksa. Da metoda nije primjenjiva za desacetil-ceftiofur, vidljivo je i iz Sumova na
kromatogramu na slici 16. Dong i sur. (2022) dokazali su da je nakon prilagodbe pripreme
moguce detektirati desfuroil-ceftiofur veé¢ pri koncentraciji od 1 pg/kg pri ¢emu relativha

standardna devijacija iznosi manje od 10 %.
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Tablica 18. Rezultati ponovljivosti rezidua desfuroil-ceftiofura

Oznaka uzorka Konacna Standardna Relativna
koncentracija devijacija standardna devijacija
uz-jaja-1 19,4
uz-jaja-2 5,2
uz-jaja-3 9,2 7,1 84,7
uz-jaja-4 0,0
uz-jaja-5 8,1
uz-jaja-6 0,0
uz-jaja-7 40,2
uz-jaja-8 24,7 151 82,9
uz-jaja-9 11,9
uz-jaja-10 14,3
uz-jaja-11 79,9
uz-jaja-12 42,6
uz-jaja-13 29,2 25,8 54,6
uz-jaja-14 67,1
uz-jaja-15 17,9
uz-jaja-16 230,9
uz-jaja-17 126,2
uz-jaja-18 17,5 83,5 81,5
uz-jaja-19 95,0
uz-jaja-20 42,8
uz-jaja-21 20,6
uz-jaja-22 179,7
uz-jaja-23 125,3 67,5 81,8
uz-jaja-24 47,1
uz-jaja-25 39,7
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Slika 16. Kromatogram desfuroil-ceftiofura u uzorku uz-jaja-24

4.2.4. Linearnost
Linearnost metode ispitana je kalibracijskom krivuljom u 5 to€aka prema tablici 3. Kako bi se
postigla linearnost metode, u obzir su uzete samo 4 toCke, dok je 5. isklju€ena. Testirani raspon
linearnosti pokriva koncentracije koje odgovaraju koncentracijama analita u obogacenim
uzorcima S$to se moze potvrditi konacnim koncentracijama cefaleksina iz tablice 9 i

kalibracijskom krivuljom cefaleksina na slici 17.

Helative Concentration

Slika 17. Standardna kalibracijska krivulja cefaleksina

Rezultati ispitivane linearnosti izrazeni su kao koeficijent pravca (R?) &ija vrijednost blize 1
oznacCava bolju linearnost (Gonzalez i Herrador, 2007). Usporedena je linearnost kada se kao
standard koristi cefaleksin D5, odnosno penicilin V D5 obzirom da cefaleksin ima razdvojene

pikove pa ponekad nije pogodan kao standard. 1z tablice 19 vidljivo je kako je za svaki analit
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kao i za standardnu kalibracijsku krivulju linearnost bolja ako se kao standard koristi cefaleksin
D5. Za svaki analit kalibracijska krivulja je linearna u zadanom rasponu koncentracija s

koeficijentom linearnosti koji se kre¢e od 0,843 za cefacetril do 0,997 za cefalonij.

Tablica 19. Usporedba linearnosti ovisno koristi li se kao standard cefaleksin D5 ili penicilin V

D5
Analit R?
Linearnost Linearnost matriks
standardne krivulje kalibracijske krivulje
Koristeni interni STD Cef-D5 | PenV-D5 Cef-D5 PenV-D5
cefacetril 0,843 0,788 0,923 0,869
cefaleskin 0,990 0,992 0,946 0,921
cefalonij 0,997 0,983 0,940 0,927
cefazolin 0,983 0,975 0,823 0,747
cefoperazon 0,993 0,985 0,946 0,912
cefkvinom 0,914 0,888 0,903 0,892
ceftiofur 0,993 0,997 0,847 0,804
cefapirin 0,983 0,993 0,947 0,934
desacetil-cefapirin 0,989 0,996 0,925 0,919
desfuroil-ceftiofur 0,931 0,079 0,359 0,369
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. ZAKLJUCCI

Ispitivana mikrobioloSka metoda nije pogodna za odredivanje rezidua cefalosporina u
jajima. Pozitivan je rezultat detektiran kod uzoraka obogacenih amoksicilinom,
penicilinom V, tilozinom A i dapsonom dok u uzorcima obogaéenim cefaleksinom,
ceftiofurom i cefkvinomom nije doslo do inhibicije rasta Bacillus stearothermphilus var.
calidolactis $to je rezultiralo nastankom Zutog obojenja. Metoda je nedovoljno osjetljiva
za cefalosporine obzirom da je primjena cefalosporina zabranjena za upotrebu kod
nesilica.

Razvijena metoda tekucinske kromatografije — tandemske spektrometrije masa (LC-
MS/MS) pogodna je za detekciju cefaleksina, cefazolina, cefoperazona, cefalonija,
cefacetrila, cefkvinoma, ceftiofura, cefapirina i desacetil-cefapirina, dok nije primjenjiva
za desfuroil-ceftiofur kojemu ne odgovara protokol pripreme uzoraka jer je nestabilan
analit.

Najbolja ponovljivost metode pokazala se za cefaleksin pri 5 ug/kg, cefacetril pri 75
pg/kg, cefalonij pri 100 pg/kg, cefazolin pri 50 pg/kg, cefoperazon pri 50 pg/kg,
cefkvinom pri 5 pg/kg, ceftiofur pri 25 ug/kg, cefapirin pri 5 ug/kg i desacetil-cefapirin pri
5 ug/kg.

LC-MS/MS metoda linearna je za sve cefalosporinske antibiotike osim desfuroil-
ceftiofura u koncentracijskom podrucju od 10 do 75 ng/mL.

Linearnost metode je bolja kada se kao standard koristi cefaleksin D5 u odnosu na

penicilin V D5.
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