UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

UM

Mgr Joanna Pacynska
Rozprawa doktorska w ramach programu doktoratu wdrozeniowego

Opracowanie nowych procedur badawczych oznaczania pozostalosci
lekow w produktach zywnosciowych wraz z ich walidacja
i wdrozeniem w Laboratorium Wojewodzkiego Inspektoratu

Weterynarii w Poznaniu

Development of new research procedures for determining drug residues in food
products along with their validation and implementation in the laboratory of the

Provincial Veterinary Inspectorate in Poznan

przedstawiona Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne
Wydziatu Chemii UAM

celem uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych

Promotor: prof. dr hab. Przemystaw Niedzielski

Praca zostata wykonana w Wojewodzkim Inspektoracie Weterynarii w Poznaniu

oraz na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Poznan 2025






Sktadam serdeczne podzickowania

Dyrekcji Wojewddzkiego Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu, w szczegdlnosci
Wielkopolskiemu Wojewddzkiemu Lekarzowi Weterynarii Pani Dominice Kmet
za mozliwos¢ realizacji pracy doktorskiej w formule programu

,Doktorat wdrozeniowy”

Promotorowi Panu prof. dr hab. Przemystawowi Niedzielskiemu

za wyrozumialo$¢ oraz nieoceniong pomoc w przygotowaniu niniejszej pracy

Kolezankom i kolegom z pracy w szczegdlnosci
Kierownikowi Pracowni Badan Chemicznych Pani mgr Agnieszce Kopydlowskiej

za wsparcie, motywacj¢ oraz cenne rady

Mojej rodzinie w szczegolnosci Tomkowi

oraz przyjaciolom, za wsparcie 1 wiar¢ we mnie

Szczegolnie dziekuje Rodzicom to dzigki Wam mogltam tyle osiggnaé






SPIS TRESCI

Spis tresci

Wykaz stosowanych SKrotOW 1 SYMDbBOLi........ceevieiiieriiiniieiiieiieeieeree et 9
| A (<o PSPPSR 13
2. ANEYDIOLYKI .eeiiiiiiicie e et enbeens 14
2.1. BlaKEAMY ...oeivieiiecie ettt e 16
2.2. AMINOZIHKOZYAY ..ccueviiiiieeciie et 19
2.3. MaAKTOIIAY ..o 21
24. SUlfonamMIAY .....oovevieiiiiiiice e 24
2.5. Chinolony (fluorochinolony)...........coeeverieriiiiniinieienenecceece e 27
2.6. TetraCYKIINY ..ot 29
2.7. LINKOZAMIAY ....eovieiiieiieeieee et 30
2.8. DiaminopirymMIidyNy ......ccceerieeiieiieeiienie ettt 31
2.9. Pleuromutyliny .....ccc.eeeeiiieiiie et 32
3. Ekstrakcja, oczyszczanie 1 techniki analizy antybiotykéw w zywnosci pochodzenia

ZWICTZECEZO .vvveeeurreeeurieenueeeanseeeaseeeasseesasseeensseeanssesassaeansseesnsseeasssessssesnseesnsseeennnes 33
3.1. Ekstrakcja 1 OCZYSZCZANIE .........eeeevieeiiiieiee ettt 34
3.1.1.  Ekstrakcja ciecz-CieCzZ (LLE)......cccoioiiiiiiiiiieiieieeeeeeeee e 34
3.1.2. QUECKERS ...t 36
3.1.3.  Ekstrakcja do fazy stalej (SPE) ......cccoeoiiiiiiiiieeeeeeeee e 40
3.2. Wykrywanie i oznaczanie antybiotykow: techniki analityczne................. 52
(OS] 1) ¢ Toy USRS 66
Cze8C dOSWIAACZAING .......veeeiiiieciieeceeeee e 69

5.1. Stosowany sprzet i wyposazenie laboratoryjne, odczynniki oraz wzorce

)1 011017 00 ) USSR 69
5.1.1.  Sprzet 1 wyposazenie [aboratoryjne......c..eevveeerieeerieeeiieeeieeeeeeeiee e 69
T IV O 14 [0 % 1 111« H OSSPSR 70
5.1.3.  Substancje wzorcowe antybiotyKOW .........cccceeevuieeriieeiiieeiieecieeeiee e 70

5



SPIS TRESCI

5.2. Przygotowanie roztworo6w podstawowych antybiotykOw ......................... 72

5.3. Procedura badawcza oznaczania pozostalosci lekéw przeciwbakteryjnych

w tkankach zwierzgcych 1 produktach spozywczych metoda chromatografii

C1eCZOWE] Z€ SPEKITOMELIIG MNAS ....uvvieiiieeiiieeiieeeciieeeeeeeireeereeeeveeesreeeseaeeeeree e 75
5.3.1. Oczyszczanie probek i przygotowanie do analizy LC-MS/MS................. 82
5.3.2.  Warunki analizy LC-MS/MS oraz ich optymalizacja...........c.cccccvverurennee. 84
5.3.3.  Optymalizacja warunkOw eKstrakCji.......cccceeevrercrieeniiieeiiieeriie e 91
5.3.4.  Ocena skuteczno$ci metody — krzywe wzorcowe i chromatogramy ....... 102
5.4. Procedura badawcza oznaczania pozostalosci lekow przeciwbakteryjnych
w jajach metoda chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas........................ 110
5.4.1. Oczyszczanie probek i przygotowanie do analizy LC-MS/MS............... 113
5.4.2.  Warunki analizy LC-MS/MS oraz ich optymalizacja........c...ccccccvreunennne.. 114
5.4.3. Optymalizacja warunkOow ekstrakCji........coceevueriinieneniiiniinenicneccnne 118
5.4.4. Ocena skuteczno$ci metody — krzywe wzorcowe i chromatogramy ....... 125
5.5. Procedura badawcza oznaczania pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych
w miodach metoda chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas.................... 131
5.5.1.  Oczyszczanie probek i przygotowanie do analizy LC-MS/MS............... 135
5.5.2.  Warunki analizy LC-MS/MS oraz ich optymalizacja...........cccccecveernnennn. 138
5.5.3.  Optymalizacja warunkOw ekstrakCji.......ccceevuvreriiieeniieiniieeiie e 143
5.5.4. Ocena skuteczno$ci metody — krzywe wzorcowe i1 chromatogramy ....... 151
Walidacja opracowanych procedur badawczych...........ccccovveveiiiniiiiniiiiiiece, 157
6.1. Plan walidacji 1 zalozenia projeKtowe.........ccceeeveeeeiieeniieeriee e 158
6.2. Liniowo$C Sygnalt ........coeeeiiiiiiiiiiiecce e 159
6.3. SEIEKEYWNOSE ..ottt e 161
6.4. Precyzja, powtarzalno$¢, odtwarzalno$¢, poprawnosce ..........ccceeeveennnnne. 162
6.5. Decyzyjna warto$¢ graniczna — CCol......cvveriieriierieeiiienieeieeeee e 171
6.6. Zdolno$¢ wykrywania w badaniach przesiewowych — CCp.................... 175
6.7. Wzgledny efekt MatryCOWY ......ocvieriieiiiiiieeieeiiecie et 178



SPIS TRESCI

6.8. OdPOTNOSC ...ttt ettt ettt sttt et e et essbeebeessbeenbeensneeaseas 180
6.9. SEADIINOSE .. 183
6.10.  BUdZet NIEPEWNOSCI....eeevieeiiieiieeieeiee et eiee ettt e eteeteeeeeebeeseaeenseesaneens 184
6.11.  Raport Z Walidac)i......cceevuieriieiieeiieiie ettt 187
7. Wdrozenie opracowanych procedur badawczych..........ccccoeeviiiiiiiiiniiinienieeen. 191
8. Badania rutynowe probek rzeczywistych w latach 2020-2024 .............ccvveneee. 198
8.1. Probki tkanki migSNIOWE] ......eevueeeiieriiiiieiieeiee e 200
8.2. Probki mleKa........cooviiiiiiiieie e 210
8.3. PrODKI JAJ wouveeieeiieeieee ettt 213
8.4. ProbKi MIOAOW .....ccueiiiiiiiieiiececee e 216
8.5. ProbKi Nerek......oo.eeiiiiiiiie s 218
9. POASUMOWANIC .....c.eieiiiiiiieiie ettt ettt ettt e st e e e sneeeaeeas 220
1O, SEIESZCZENIEC ..ottt ettt ettt et se ettt at e bt et e seeenbeenseeneenaeenee 228
| N 0130 1 0 2R 229
L3310 U0 4 e ¥ i - PP SRS 230
N 0] BT 1 ] ¢ 1o PRSP 243
N 0] I 7 1 1< E TSRS 244
SPIS WYKTESOW ...ttt ettt et e e et e e e e e enaeeeesbeeesnseeessbeeeenseeennseens 247
SPiS AOKUMENEOW .......iiiiiiiieiie ettt ettt et saee e e saeeens 248
ATIEKS et b ettt b ettt e et bt 249






WYAZ SKROTOW I SYMBOLI

Wykaz stosowanych skrétéw i symboli

MRL - ang. Maximum Residue Limit — najwyzszy dopuszczalny poziom pozostatosci
weterynaryjnego produktu leczniczego, ktéry jest prawnie dozwolony w

zywnosci lub paszy dla zwierzat
DNA — ang. Deoxyribonucleic Acid — kwas deoksyrybonukleinowy
tRNA — ang. Transfer RNA — transportujacy (transferowy) kwas rybonukleinowy
LLE — ang. Liquid-Liquid Extraction — ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz
MeCN - ang. Acetonitrile — acetonitryl
MeOH — ang. Methanol - metanol

UPLC-MS/MS - ang. Ultra Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry - ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa

sprzezona z tandemowg spektrometrig mas
DMSO - ang. Dimethyl sulfoxide — dimetylosulfotlenek
EDTA — ang. Ethylenediaminetetraacetic acid — kwas etylenodiaminotetraoctowy

Na:EDTA - ang. Disodium ethylenediaminetetraacetate — dwusodowa so6l kwasu

etylenodiaminotetraoctowego
TCA — ang. Trichloroacetic Acid — kwas trichlorooctowy

QuEChERS - ang. quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe — szybka, tania, tatwa,
efektywna, elastyczna, bezpieczna; metoda uzywana do szybkiego

1 taniego przygotowywania probek do analizy
MgSOs — ang. magnesium sulfate — siarczanu magnezu
NaCl — ang. sodium chloride — chlorek sodu
SPE — ang. Solid-phase extraction — ekstrakcja do fazy stalej

d-SPE — ang. dispersive Solid-Phase Extraction — dyspersyjna ekstrakcja do fazy statej
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PSA — ang. Primary-Secondary Amines — pierwszorzgdowa-drugorzedowa amina
C18 — ang. Octadecyl silica — krzemionka oktadecylowa

LC — ang. Liquid chromatography — chromatografia cieczowa

GC — ang. Gas chromatography — chromatografia gazowa

MS — ang. Mass spectrometry — spektrometria mas

Na2S04 — ang. sodium sulfate — siarczan sodu

NaH2PQO4 — ang. monosodium phosphate — diwodorofosforan sodu

RP — ang. Reversed Phase — faza odwrdcona

NP — ang. Normal Phase — faza normala

IE — ang. Ton Exchange — sorbenty jonowymienne

MIP — ang. Molecularly Imprinted Polymers — polimery odciskane molekularnie
IMS — ang. Immunosorbents — immunosorbenty

SCX — ang. Strong Cation Exchange — silna wymiana kationow

WCX — ang. Weak Cation Exchange — staba wymiana kationéw

SAX — ang. Strong Anion Exchange — silna wymiana anionow

WAX — ang. Weak Anion Exchange — slaba wymiana anionow

SDVB — ang. Styrene divinylbenzene — polimer styren-diwinylobenzen

HFBA — ang. Heptafluorobutyric acid — kwas heptafluoromastowy

KH2POs4— ang. Potassium dihydrogen phosphate — diwodorofosforan potasu
MCX - ang. Mixed-Mode Cation Exchange — wymiana kationéw w trybie mieszanym
UV —ang. Ultraviolet Detector — detektor ultrafioletowy, detektor UV

HPLC - ang. High-Performance Liquid Chromatography — wysokosprawna

chromatografia cieczowa
UV-DAD - ang. Ultraviolet Diode Array Detector — detektor UV z matrycg diodowa

FLD — ang. Fluorescence Detector — detektor fluorescencyjny
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LC-MS — ang. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry — chromatografia cieczowa

sprzgzona ze spektrometrig mas, technika LC-MS.
ESI — ang. Electrospray lonization — jonizacja typu elektrospray

APCI — ang. Atmospheric Pressure Chemical Ionization — jonizacja chemiczna pod

ci$nieniem atmosferycznym

HRMS — ang. High-Resolution Mass Spectrometry — wysokorozdzielcza spektrometria

mas

TOF — ang. Time of Flight — analizator czasu przelotu

Q-TOF — ang. Quadrupole Time of Flight — kwadrupol z analizatorem czasu przelotu
QqQ — ang. Triple Quadrupole — system analizatorow kwadrupolowych

SIM — ang. Selected lon Monitoring — monitorowanie wybranych jonow

MRM - ang. Multiple Reaction Monitoring — monitorowanie wielu reakcji

SRM - ang. Selected Reaction Monitoring — monitorowanie wybranych reakcji

Q — ang. Quadrupole — analizator kwadrupolowy

UHPLC - ang. Ultra-High Performance Liquid Chromatography — ultrawysokosprawna

chromatografia cieczowa

UPLC - ang. Ultra-Performance Liquid Chromatography — ultrawysokosprawna

chromatografia cieczowa

HILIC — ang. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography — chromatografia

cieczowa z interakcjg hydrofilowa

HSS C18 — ang. High Strength Silica C18 — krzemionka o wysokiej wytrzymalosci, faza
CI8

HSS T3 — ang. High Strength Silica T3 — krzemionka o wysokiej wytrzymatos$ci, faza T3

BEH C18 — ang. Bridged Ethyl Hybrid C18 — hybrydowy material krzemionkowy

mostkowany etylowo, faza C18

HEPES - ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid — kwas 4-(2-
hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy

11



WYAZ SKROTOW I SYMBOLI

CCa — ang. Decision Limit — decyzyjna warto$¢ graniczna

CCp — ang. Detection Capability for Screening — zdolno$¢ wykrywania w badaniach

przesiewowych
PCA — Polskie Centrum Akredytacji
IS — ang. Internal Standard — standard wewngetrzny
RT — ang. Retention Time — czas retencji
CV —ang. Cone Voltage — napie¢cie na stozku,
CE — ang. Collision Energy — energia kolizyjna

MMPR - ang. Minimum Method Performance Requirements — minimalne wymagania

dla metody analitycznej

EURL - ang. European Union Reference Laboratories — Laboratoria Referencyjne Unii

Europejskiej
CRM - ang. Certified Reference Material — certyfikowany materiat odniesienia
LCL - ang. Lowest Calibrated Level — najnizszy skalibrowany poziom

STC — ang. Screening Target Concentration — docelowe stezenie przesiewowe
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WSTEP TEORETYCZNY

1. Wstep

Kontrolowanie obecnosci szkodliwych i1 niepozadanych substancji jest jedna
z kluczowych czynno$ci majacych na celu zapewnienie zywnosci o wysokiej jakos$ci
ibezpiecznej dla konsumenta. Zapewnienie bezpieczenstwa zywno$ci  jest
fundamentalnym elementem ochrony zdrowia publicznego. Obejmuje ono wszystkie
dziatania, ktére gwarantuja, ze zywno$¢ jest wolna od szkodliwych substancji
chemicznych, w tym pozostatosci lekéw (np. antybiotykoéw, lekow przeciwrobaczych,
kokcydiostatykow, kortykosteroidow, niesterydowych lekow przeciwzapalnych,
neuroleptykow). Obecno$¢ niepozadanych substancji chemicznych w Zywnosci
pochodzenia zwierzecego wynika nie tylko ze skazenia srodowiska, ale rowniez z dziatan
cztowieka. Leki stosowane w hodowli zwierzat, moga pozostawa¢ w migsie, mleku,
jajach oraz innych produktach pochodzenia zwierzecego, a ich obecno$¢ moze miedé

bezposredni, negatywny wplyw na zdrowie ludzi [1].

Wsrod lekow stosowanych w hodowli zwierzat dominujg antybiotyki, takie jak
aminoglikozydy, B-laktamy (np. penicyliny i cefalosporyny), tetracykliny, makrolidy,
linkozamidy, pleuromutyliny, sulfonamidy, fluorochinolony, diaminopirymidyny,
fenikole 1 peptydy. Niestety, pozostatosci tych antybiotykow w produktach zwierzgcych
moga mie¢ niekorzystny wptyw na zdrowie ludzi. Moga wywotywac reakcje alergiczne,
a takze mie¢ potencjalne dziatanie mutagenne i kancerogenne. Ponadto, dlugotrwate
spozywanie nawet niewielkich ilosci antybiotykéw z zywnoscia moze prowadzié
do rozwoju szczepoéw bakterii opornych na leczenie [2, 3]. Konsekwencje uzywania
duzych ilosci antybiotykéw w produkcji zywnosci pochodzenia zwierzgcego moga by¢
rowniez bardzo rozlegle, poniewaz ich resztki mogg trafia¢ do $ciekow komunalnych

wraz z moczem [4].

Ryzyko pojawienia si¢ drobnoustrojéw chorobotworczych odpornych
na antybiotyki oraz wzrastajaca §wiadomo$¢ konsumentow w zakresie bezpieczenstwa
zywnosci przyczynily si¢ do stworzenia przepisow regulujacych bezpieczenstwo
zywnosci 1 zywienia. Specjalisci z tej dziedziny maja obowiazek monitorowania jakos$ci

1 zapewniania dostepu do zdrowej zywnosci [5].

Stosowanie antybiotykow przy produkcji migsa jest praktycznie nieuniknione,

dlatego Unia Europejska ustanowita normy okreslajace maksymalne limity pozostato$ci

13



WSTEP TEORETYCZNY

(MRL) lekéw weterynaryjnych w zywnosci pochodzenia zwierzecego [3]. Wykaz lekow
weterynaryjnych wraz z ich warto$ciami MRL znajduje si¢ w Tabeli I Rozporzadzenia
Komisji (UE) 37/2010. Maksymalne limity pozostatosci roznig si¢ w zalezno$ci
od rodzaju leku, gatunku zwierzecia, typu tkanki oraz rodzaju produktu pochodzenia
zwierzecego. Substancje przeciwbakteryjne maja przypisane odpowiednie wartosci
MRL, ktére okreslaja taki maksymalny poziom pozostatos$ci, ktdry jest uznany za
bezpieczny dla konsumentéw w danym produkcie pochodzenia zwierzecego. Nalezy
zwroci¢ uwage na fakt, ze nie dla wszystkich lekow wymienionych w tym
rozporzadzeniu, stosowanych w praktyce weterynaryjnej, wyznaczono wartosci MRL [6].
Przyktadem moze by¢ doksycyklina, dla ktérej nie ustalono limitu pozostatosci dla mleka
oraz jaj. W zwiazku z tym, nie powinno si¢ stosowac tego antybiotyku u zwierzat, ktorych
mleko lub jaja sg przeznaczone do spozycia przez ludzi [6]. Przestrzeganie tych limitow
jest kluczowe dla minimalizacji zagrozen zdrowotnych dla konsumentéw oraz kontroli
oporno$ci na antybiotyki. W tym celu zarowno miedzynarodowe, jak 1 krajowe
organizacje utworzyly odpowiednie programy kontroli zywnosci, ktdre maja za zadanie
nadzorowaé przestrzeganie tych norm, aby zapewni¢ bezpieczenstwo produktow
spozywczych pochodzenia zwierzgcego dostepnych na rynku. Wykrycie 1 potwierdzenie
pozostatosci zakazanego leku weterynaryjnego lub przekroczenie dla niego
dopuszczalnej wartoSci MRL w produktach pochodzenia zwierzgcego skutkuje

uruchomieniem odpowiednich dziatan administracyjnych [7].
2. Antybiotyki

Termin ,antybiotyki” odnosi si¢ do lekow, ktore moga mie¢ naturalne,
pOtsyntetyczne lub syntetyczne pochodzenie 1 wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybicze lub przeciwpasozytnicze [8]. Antybiotyki sg jedna z kluczowych grup
lekéw w medycynie. Pelnig one istotng role w leczeniu infekcji bakteryjnych, ratujac
zycie wielu ludzi na caltym $wiecie. Wprowadzenie leczenia antybiotykami znaczaco

obnizylo $miertelno$¢ w wyniku chorob zakaznych.

Historia antybiotykéw zaczyna si¢ w 1929 roku, kiedy Alexander Fleming
zauwazyl, ze grzyb Penicillium notatum hamuje wzrost bakterii Streptococcus [9].
To przetomowe odkrycie zrewolucjonizowalo medycyne, prowadzac do stworzenia

penicyliny — pierwszego antybiotyku.
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Niektore rodzaje antybiotykéw sa dopuszczone do stosowania w leczeniu
zwierzat i mozna je podzieli¢ na kilka grup w oparciu o ich struktur¢ chemiczng (np. -
laktamy, aminoglikozydy, makrolidy, sulfonamidy, chinolony, tetracykliny, linkozamidy,
diaminopirymidyny, pleuromutyliny, ktéore zostang szczegdétowo przedstawione
w kolejnych podrozdziatach) lub mechanizm dziatania. W obrebie jednej grupy znajduja
si¢ zwigzki o podobnej strukturze chemicznej i najczgsciej o zblizonym mechanizmie
dziatania. Jednak wtasciwosci antybiotykéw w obrgbie nawet jednej klasy moga si¢

roznié, co jest spowodowane obecnoscig roznych tancuchow bocznych w czasteczce [10].
Podziat antybiotykow ze wzgledu na mechanizm dziatania obejmuje [11]:

e Inhibitory metabolizmu komoérkowego — jest to grupa substancji
przeciwbakteryjnych,  ktéra  powoduje = zaklécanie  procesow
metabolicznych komodrek bakteryjnych. Jednym z przyktadow moze by¢
blokowanie syntezy kwasu foliowego, co w rezultacie powoduje
zaklocenia w syntezie DNA. Najbardziej znanymi antybiotykami
dzialajacymi w ten sposob s sulfonamidy.

e Inhibitory syntezy S$ciany komodrkowej — jest to grupa substancji
przeciwbakteryjnych, ktore zaktocaja synteze Sciany komorkowej bakterii
na roznych etapach jej formowania. Sciana komoérkowa stanowi istotny
element strukturalny bakterii, nadajacy jej ksztalt oraz chronigcy przed
wplywami  zewngtrznymi.  Najbardziej znanymi  substancjami
dzialajacymi w ten sposob sg antybiotyki nalezace do grupy B-laktaméw.

e Substancje przeciwbakteryjne uszkadzajace btone komodrkowa — do tej
grupy nalezg antybiotyki, ktore oddzialujac na blone komérkows bakterii,
zmieniajg jej przepuszczalnos¢. Blona komorkowa oprocz zapewnienia
integralnosci komorki, kontroluje rowniez transport substancji do i z
komorki bakteryjnej. Przykladami antybiotykow dziatajacych w ten
sposob sa polimyksyny.

¢ Inhibitory syntezy bialek — to grupa substancji przeciwbakteryjnych, ktora
zaburza wytwarzanie bialek niezbednych dla przezycia komorki.
Hamowanie syntezy bialek jest najpowszechniejszym celem dziatania
antybiotykow sposrod wszystkich znanych mechanizmoéw. Do tej grupy

antybiotykow naleza aminoglikozydy, tetracykliny, makrolidy.
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e Inhibitory syntezy kwaséw nukleinowych — to grupa antybiotykdw, ktora
dzigcki hamowaniu transkrypcji oraz replikacji kwaséw nukleinowych
uniemozliwia komorce bakteryjnej podziat oraz synteze kluczowych

biatek. Do tej grupy naleza np. fluorochinolony [11].
2.1. B-laktamy

B-laktamy to grupa naturalnych lub potsyntetycznych antybiotykow, ktore
w swojej strukturze zawieraja charakterystyczny pierscien B-laktamowy, sktadajacy sig

z 3 atomow wegla oraz 1 atomu azotu, ktéry jest wysoce reaktywny (Rysunek 1)[12].

N

O

Rysunek 1. Pierscien f-laktamowy

Antybiotyki z grupy PB-laktaméw wplywaja na zahamowanie syntezy Sciany
komorkowej bakterii, co skutkuje $miercig tych mikroorganizméw. Wérod B-laktamow
mozna wyrozni¢ kilka podgrup, z ktorych dwie najwazniejsze to penicyliny oraz
cefalosporyny [13]. Stanowia one najwigksza grupe antybiotykow 1 sa najczesciej
stosowane w praktyce klinicznej. W medycynie weterynaryjnej antybiotyki f-laktamowe
sa wykorzystywane do leczenia roznorodnych infekcji bakteryjnych u wielu gatunkow

zwierzat, w tym u zwierzat domowych (psow 1 kotow) [14].

Penicyliny, sa pozyskiwane zaréwno z naturalnych, jak i potsyntetycznych Zrodet.
Ich podstawowg strukturg jest kwas 6-aminopenicylinowy, ktéry sktada si¢ z pierscienia
B-laktamowego potaczonego z pierscieniem tiazolidynowym (Rysunek 2). Reaktywny
charakter struktury pierScieniowej sprawia, ze penicyliny tatwo ulegaja degradacji.
W kwasnym $rodowisku i w temperaturze pokojowej pier§cien B-laktamowy przeksztatca
si¢, ulegajac hydrolizie. Ma to istotne znaczenie kliniczne z powodu kwasnego pH
w zotadku [15]. Naturalne penicyliny sg wytwarzane przez rézne gatunki grzybow
zrodzaju Penicillium. Réznorodno$¢ penicylin wynika z modyfikacji w pozycji 6
pierScienia kwasu 6-aminopenicylinowego. Zmiany w tancuchu bocznym wptywaja na
roznice w dziataniu przeciwbakteryjnym oraz wiasciwosciach farmakokinetycznych

penicylin [4]. Dzi¢ki tym modyfikacjom penicyliny majg rézne zdolnosci zwalczania
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bakterii oraz rdéznig si¢ pod wzgledem wchtaniania, metabolizmu i wydalania

W organizmie.

H
™ N—S_cH
o] 3 o]
N CH,4 5 N R,
o]
COOH COOH

Penicyliny Cefalosporyny

Rysunek 2. Antybiotyki f-laktamowe

Do antybiotykow z grupy penicylin (Rysunek 3) nalezag m.in: penicylina G,
penicylina 'V, amoksycylina, ampicylina, oksacylina, kloksacylina, nafcylina,

dikloksacylina.

Cefalosporyny stanowia duza grupg antybiotykéw B-laktamowych, ktére pod
wzgledem budowy chemicznej i mechanizmu dziatania przypominajg penicyliny, oferuja
jednak znacznie szerszy zakres aktywno$ci przeciwbakteryjnej. Cefalosporyny sa
potsyntetycznymi antybiotykami p-laktamowymi, ktorych prekursorem jest kwas
7-aminocefalosporynowy (Rysunek 2). Cefalosporyny sg kategoryzowane wedlug
generacji, ktore zazwyczaj odpowiadajg kolejnosci ich rozwoju 1 spektrum aktywnosci
przeciwbakteryjnej [16]. Pierwsza generacja cefalosporyn jest najbardziej skuteczna
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, podczas gdy kolejne generacje, az do piate;j,
wykazujg zwigkszong skutecznos¢ wobec bakterii Gram-ujemnych i lepsza odpornos¢ na

mechanizmy opornosci bakterii [10, 17].

Do antybiotykéw z grupy cefalosporyn (Rysunek 4) nalezag m.in: cefapiryna,

ceftiofur, cefkwinom, cefalonium, cefazolina, cefaleksyna, cefoperazon.

one Yy

CH3

HO HO

Penicylina G Penicylina V
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Rysunek 3. Przyklady antybiotykow z grupy penicylin
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Rysunek 4. Przyktady antybiotykow z grupy cefalosporyn

2.2. Aminoglikozydy

Aminoglikozydy to grupa antybiotykow charakteryzujaca si¢ obecnoscia
aminocyklicznego pierscienia, zazwyczaj 2-deoksystreptaming, do ktorego przytaczone

sg co najmniej dwa aminocukry poprzez wigzanie glikozydowe (Rysunek 5) [18].

Aminoglikozydy dziataja poprzez wigzanie si¢ z rybosomem bakteryjnym, ktory
jest kluczowym elementem procesu syntezy biatek. Poprzez zaktocanie tego procesu,
aminoglikozydy skutecznie hamuja wzrost bakterii, co prowadzi do ich $mierci. Ten
mechanizm dziatania czyni je silnymi $rodkami bakteriobojczymi [19]. Sg one szeroko
stosowane w medycynie weterynaryjnej oraz przy produkcji Zywno$ci poniewaz, oprocz
dziatania terapeutycznego, moga poprawi¢ takze wchianianie sktadnikéw odzywczych

zawartych w paszy dla zwierzat [4].

Aminoglikozydy sa klasyfikowane na podstawie roznic w strukturze ich
czasteczek, szczegdlnie uktadu podstawnikow na pierscieniu deoksystreptaminy, ktory
stanowi kluczowy element tych antybiotykow. Taka klasyfikacja strukturalna jest istotna,
poniewaz determinuje mechanizm dziatania lekow, ich spektrum dziatania oraz

podatno$¢ na bakteryjne mechanizmy opornosci. Do najwazniejszych grup naleza
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antybiotyki z deoksystreptaming 4,5-disubstytuowang (np. neomycyna) oraz

z deoksystreptaming 4,6-disubstytuowang (np. kanamycyna) (Rysunek 5) [20].

Wysoka toksyczno$¢ aminoglikozydow sprzyja leczeniu powaznych infekcji,
jednakze poziom toksyczno$ci rozni si¢ w zaleznosci od rodzaju aminoglikozydu.
Bardziej toksyczne aminoglikozydy, takie jak neomycyna, s3 stosowane wylacznie
miejscowo lub doustnie, poniewaz ich podanie og6lnoustrojowe moze wywota¢ powazne
dziatania niepozadane. Z kolei aminoglikozydy o nizszej toksycznosci, takie jak
gentamycyna, sg wykorzystywane w leczeniu sepsy wywotanej przez bakterie Gram-
ujemne [10]. Niewlasciwe Iub dlugotrwale stosowanie aminoglikozydow moze
prowadzi¢ do akumulacji pozostatosci, ktore dostaja si¢ do organizmu cztowieka poprzez
fancuch pokarmowy, co potencjalnie stanowi zagrozenie dla zdrowia ludzi, powodujac

ototoksyczno$¢ i nefrotoksycznosc [4].

Do aminoglikozydow (Rysunek 5) naleza m.in: dihydrostreptomycyna,
kanamycyna, paromomycyna, gentamycyna, neomycyna, spektynomycyna,

streptomycyna.

H,oN
)=N..
HoN
HO” ™" OH
r§1§(NH2
NH,
Dihydrostreptomycyna Kanamycyna A
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Rysunek 5. Przykiady antybiotykow z grupy aminoglikozydow

2.3. Makrolidy

Makrolidy to grupa antybiotykdw, ktora obejmuje naturalne zwiazki wytwarzane
przez bakterie (np. erytromycyna produkowana przez Streptomyces erythraeus) oraz ich

pOtsyntetyczne pochodne. Charakteryzuja si¢ duzymi makrocyklicznymi pierscieniami
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laktonowymi, sktadajacymi si¢ z 14, 15 lub 16 atomow. Do tych pierscieni przytaczone
sg jeden lub wigcej cukréw za pomoca wigzan glikozydowych (Rysunek 6). Makrolidy
mozna sklasyfikowac na podstawie liczby atomow w pierscieniach makrocyklicznych,
pozwala to na lepsze zrozumienie ich réznorodnosci strukturalnej oraz potencjalnych

réznic w mechanizmie dziatania i spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [21].

Przyktady dwoch naturalnych makrolidow to erytromycyna, ktéra jest
makrolidem o 14-cztonowym pierscieniu, oraz spiramycyna, bedgca makrolidem o 16-
czlonowym pierScieniu. Natomiast tylmikozyna jest polsyntetycznym antybiotykiem
makrolidowym o 16-czlonowym pierscieniu, uzyskiwanym poprzez chemiczng
modyfikacj¢ desmykozyny, naturalnie wystgpujacego makrolidu. Ciekawym przyktadem
jest tulatromycyna bedaca rowniez potsyntetyczny antybiotykiem. Sktada si¢ on
z mieszaniny makrolidow o réznych rozmiarach pier§cieni: okoto 10% stanowi makrolid
0 13-czlonowym pierscieniu, a 90% makrolid o 15-cztonowym pierscieniu. Taka unikalna

kompozycja zapewnia tulatromycynie szerokie spektrum dziatania [10].

Makrolidy wykazuja dziatanie bakteriostatyczne (hamujace rozwdj bakterii),
jednak przy wyzszych st¢zeniach moga dziata¢ bakteriobdjczo na bardziej podatne
mikroorganizmy. Mechanizm ich dzialania polega na zahamowaniu syntezy biatek
poprzez wigzanie si¢ z podjednostka 50S rybosomu. To wigzanie blokuje reakcje
transpeptydacji lub translokacji, co skutkuje zahamowaniem syntezy biatek 1 w efekcie

zatrzymaniem wzrostu komorek [10].

Makrolidy, ze wzgledu na skuteczne wchlanianie przy podawaniu doustnym,
wykazuja wysoka zdolno$¢ przenikania do tkanek oraz szerokie spektrum dzialania, sg
powszechnie stosowane jako antybiotyki pierwszego wyboru w leczeniu bakteryjnych
zakazen uktadu oddechowego [22]. Jest to grupa antybiotykow powszechnie
wykorzystywanych réwniez w weterynarii do leczenia infekcji drog oddechowych oraz
chorob jelitowych u zwierzat takich jak bydlo, owce, §winie 1 drob [18]. Antybiotyki
makrolidowe sg takze uzywane jako stymulatory wzrostu (dodatki do pasz) u zwierzat
hodowlanych lub sg bezposrednio dodawane do zywnosci (mleka) w celu przedtuzenia

jej trwato$ci [23].

Do makrolidow (Rysunek 6) nalezg m.in: spiramycyna, tylmikozyna, tylozyna,

erytromycyna, tulatromycyna, jozamycyna.
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Rysunek 6. Przyklady antybiotykow z grupy makrolidow

2.4. Sulfonamidy

Sulfonamidy stanowia grupg syntetycznych zwigzkéw chemicznych, ktore
charakteryzuja si¢ dzialaniem bakteriostatycznym. Cechg charakterystyczng tej grupy
antybiotykow jest obecnos¢ grupy sulfonamidowej w ich strukturze chemicznej. Grupa
funkcyjna sulfonamidowa sktada si¢ z grupy sulfonowej potaczonej z grupa aminowg

(Rysunek 7) [16].

Sulfonamidy sg substancjami, ktére hamujg szlak biochemiczny kwasu foliowego
w bakteriach, co jest niezbednym procesem dla ich przetrwania. Dziatajg jako analogi
kwasu p-aminobenzoesowego (PABA), konkurujac z nim w syntezie kwasu foliowego.
Szlak ten odpowiada za synteze kwasow nukleinowych. Poprzez ingerencj¢ w ten proces,
sulfonamidy skutecznie hamujg wzrost i rozmnazanie si¢ bakterii [24, 25]. Stanowig one

wazng klas¢ antybiotykéw o szerokim spektrum dzialania. Sg bardzo skuteczne
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przeciwko bakteriom gram-dodatnim oraz niektérym bakteriom gram-ujemnym. Grupa
ta wykazuje takze aktywno$¢ hamujaca w stosunku do niektorych grzybow. Sulfonamidy
byly pierwszymi $rodkami chemioterapeutycznymi wykorzystywanymi do leczenia

zakazen bakteryjnych u ludzi [25].

W praktyce weterynaryjnej sulfonamidy sg stosowane w leczeniu i zapobieganiu
chorobom u zwierzat hodowlanych, domowych oraz ryb [13]. W procesie produkcji
zywnos$ci sulfonamidy sg dodawane do paszy i wody, a takze stosowane w formie
preparatéw doustnych lub infuzji dopochwowych. Z uwagi na ich toksyczne wtasciwosci,
jedynie niewielka liczba sulfonamidow jest dopuszczona do stosowania w produkcji
zywnosci pochodzenia zwierzecego [10]. Analiza obecnosci sulfonamidow w zywnosci

wykazuje ich potencjalne dziatanie rakotworcze [18].

Sulfonamidy nie sg biodegradowalne, co sprawia, ze stanowig istotne zagrozenie
dla zdrowia publicznego. Moga prowadzi¢ do zwigkszenia oporno$ci na antybiotyki oraz
powodowa¢ choroby uktadu pokarmowego i oddechowego. Dzialania niepozadane
zwigzane ze stosowaniem lekow sulfonamidowych, takie jak biegunka, wymioty, zawroty
1 bole glowy, kandydoza 1 niedobor kwasu foliowego, wskazuja na konieczno$¢
ostroznego podejscia do ich stosowania [25]. W duzych dawkach moga wywotywac
powazne reakcje alergiczne, w tym zespol Stevensa-Johnsona i toksyczng nekrolize
naskorka, ktore nalezg do najpowazniejszych 1 najbardziej zagrazajacych zyciu stanow

[26].

Do sulfonamidow (Rysunek 7) naleza m.in: sulfadiazyna, sulfametazyna,
sulfametoksypirydazyna, sulfamonometoksyna, sulfadoksyna, sulfachinoksalina,
sulfadimetoksyna, sulfametoksazol, sulfatiazol, sulfamerazyna, sulfaguanidyna,

sulfacetamid, sulfachloropirydazyna, sulfapirydyna, sulfisoksazol, sulfachloropirazyna.

| CH 3
HN Ny i |
e NS
NI~
CH,4
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Rysunek 7. Przyklady antybiotykow z grupy sulfonamidow

2.5. Chinolony (fluorochinolony)

Chinolony to grupa syntetycznych antybiotykéw, ktére charakteryzuja sie
szerokim spektrum dziatania przeciwbakteryjnego. Podstawowym elementem budowy
chemicznej chinolonow jest pierscien chinolinowy, heterocykliczny zwigzek
aromatyczny zawierajacy atom azotu (Rysunek 8). Fluorochinolony, ktére majg atom
fluoru w pozycji 6 pierScienia chinolinowego, wykazuja zwigkszong skutecznosé
i rozszerzone spektrum dziatania przeciwbakteryjnego. Odkrycie kwasu nalidyksowego
w 1962 roku zapoczatkowalo rozwoj klasy antybiotykéw chinolonowych. Kwas
nalidyksowy zostat zidentyfikowany jako produkt uboczny podczas badan chemicznych
nad nowymi zwigzkami przeciwmalarycznymi. Kolejne modyfikacje strukturalne
chinolondéw, obejmujace rozne pozycje na pierscieniu podstawowym, maja na celu dalsze
zwigkszenie skutecznos$ci, poszerzenie spektrum dzialania oraz znaczng poprawe profilu
bezpieczenstwa tych zwigzkéw, co jest niezwykle istotne dla ich klinicznego

zastosowania [27].

Chinolony majg dzialanie przeciwbakteryjne zarOwno na bakterie gram-dodatnie,
jak 1 gram-ujemne. Jako antybiotyki bakteriobdjcze, zaktocaja procesy replikacji
1 transkrypcji DNA w komorkach bakteryjnych, co prowadzi do ich $mierci. Ich dziatanie
polega na selektywnym hamowaniu aktywno$ci enzymoéw bakteryjnych, takich jak

gyraza DNA i topoizomeraza II [28].

Fluorochinolony sg glowna grupg antybiotykow  wykorzystywanych
w weterynarii zarowno u zwierzat hodowlanych, jak i domowych. Czgsto stosuje si¢ je w
przemysle hodowlanym oraz w akwakulturze do leczenia schorzen uktadu oddechowego,
pokarmowego oraz moczowego. Niemniej jednak, ich szerokie zastosowanie budzi
niepokoj, poniewaz pozostalosci tych antybiotykéw mozna znalez¢é w zywnosci, co

prowadzi do ich przedostawania si¢ do organizmu cztowieka poprzez tancuch
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pokarmowy. Moga one by¢ bezposrednio toksyczne lub powodowaé powstawanie

patogendw opornych na leczenie, co stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia

publicznego [13].

Do fluorochinolonéw (Rysunek 8) naleza m.in: marbofloksacyna, norfloksacyna,

ciprofloksacyna, danofloksacyna, enrofloksacyna, sarafloksacyna, difloksacyna,
flumechina, kwas oksolinowy, kwas nalidyksowy.
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Rysunek 8. Przyklady antybiotykow z grupy fluorochinolonow

2.6. Tetracykliny

Tetracykliny stanowiag duza grup¢ naturalnych Iub poétsyntetycznych
antybiotykdw o szerokim spektrum dziatania. Ich skuteczno$¢ przeciwko zardéwno
bakteriom Gram-dodatnim, jak 1 Gram-ujemnym sprawia, Zze sa one wszechstronnie

stosowane w leczeniu réznych chordb zakaznych.

Charakterystyczng cechg antybiotykow tetracyklinowych jest ich unikalna
struktura molekularna, ktora odgrywa kluczowa role w aktywnosci przeciwbakteryjne;.
Rdzen strukturalny tych zwiazkow sktada si¢ z sztywnego szkieletu czterech pierscieni,
okreslanych jako pierscienie A, B, C 1 D, co stanowi podstawowy element ich szerokiego
spektrum dziatania przeciwbakteryjnego (Rysunek 9). Ponadto, tetracykliny zawierajg
grupy funkcyjne, takie jak grupy hydroksylowe, aminowe lub alkilowe, umiejscowione

na gornej i dolnej stronie czasteczki, ktore sg niezbedne dla ich aktywnosci [29].

Tetracykliny dzialaja przeciwbakteryjnie przez hamowanie syntezy biatek.
Wiazac si¢ z rybosomami bakteryjnymi, zakldcaja przylaczanie tRNA do rybosomu,

co skutkuje zatrzymaniem procesu syntezy biatek [10].

Tetracykliny sa wykorzystywane w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej do
leczenia oraz zapobiegania zakazeniom bakteryjnym. W przemysle rolniczym stuza jako
dodatki do pasz, wspomagajac wzrost zwierzat. Skutecznie zwalczajg roznorodne
mikroorganizmy, w tym riketsje (wewnatrzkomorkowe bakterie) oraz pasozyty amebowe

(pierwotniaki wywolujace pelzakowice) [16].

Intensywne stosowanie tetracyklin przyczynitlo si¢ do rozwoju opornosci
bakteryjnej, co stanowi wyzwanie dla terapii antybiotykowej. Dlatego wazne jest
odpowiedzialne stosowanie tetracyklin, aby zminimalizowa¢ ryzyko rozwoju opornosci

i zachowac¢ ich skuteczno$¢ w leczeniu zakazen bakteryjnych.
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Do tetracyklin (Rysunek 9) naleza m.in: tetracyklina, oksytetracyklina,
chlorotetracyklina, doksycyklina.

Tetracyklina Oksytetracyklina

CHy  HsC  CHs H3C\N/CH3

Chlorotetracyklina Doksycyklina

Rysunek 9. Przykiady antybiotykow z grupy tetracyklin

2.7.Linkozamidy

Antybiotyki linkozamidowe maja naturalne pochodzenie. Termin linkomycyna
pochodzi od miasta Lincoln w Nebrasce, gdzie w probkach gleby po raz pierwszy
wyizolowano Streptomyces lincolnensis. Klindamycyna jest natomiast potsyntetyczng

pochodng linkomycyny [30].

Struktura chemiczna linkozamidoéw sktada si¢ ze specyficznego aminokwasu,
trans-N-metylo-4-n-L-proliny (kwas propylhygrynowy), polaczonego wiazaniem
peptydowym z cukrem 6-amino-6,8-dideoksy-1-tio-D-erytro-a-D-galakopiranozydem
(metylotiolinkozamid) [31, 32].

Antybiotyki linkozamidowe hamujg synteze biatek poprzez interakcje
z podjednostkami 50S rybosomoéw bakteryjnych, co prowadzi do zahamowania
aktywnosci peptydylotransferazy. W rezultacie dochodzi do zakldcenia procesu
wlaczania aminokwasow do rosngcych tancuchow peptydowych [10]. Linkozamidy, cho¢
nalezg do niewielkiej grupy antybiotykow, sa niezwykle wazne ze wzgledu na ich

skutecznos¢ wobec wielu patogenow. Dzialajg one gtownie przeciwko gram-dodatnim
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ziarniakom (takim jak gronkowce 1 paciorkowce) oraz niektorym bakteriom

wewnatrzkomorkowym (np. Chlamydia i Rickettsia) [33].

Linkozamidy sg istotnymi §rodkami przeciwbakteryjnymi uzywanymi do leczenia
wielu typowych zakazen u bydta i swin. W Europie powszechnie stosuje si¢ produkty
zawierajace te zwigzki w potaczeniu z innymi antybiotykami, ktére dodawane sg do
paszy. Zarowno leczenie poprzez pasze, jak i1 stosowanie dtugodziatajacych zastrzykow
powoduje utrzymywanie si¢ niskich stezen substancji czynnej przez dhuzszy czas.

To stwarza potencjalne zagrozenie zwigzane z rozwojem opornosci na antybiotyki [34].

Do linkozamidoéw (Rysunek 10) naleza m.in.: linkomycyna, klindamycyna.

HaC. HsC.

N CH N CH
o -:u/§ 3 0 -'H/‘ 3
OH Cl
NH NH
H;C H;C
HO HO
@) o]
,o-CHs ,o-CH3
HO” > s HO” > s
OH OH
Linkomycyna Klindamycyna

Rysunek 10. Przyktady antybiotykow z grupy linkozamidow

2.8. Diaminopirymidyny

Do antybiotykow diaminopirymidynowych nalezy trimetoprim (2,4-diamino-5-
(3' 4' 5' -trimethoxybenzyl)-pyrimidine (Rysunek 11), ktory zostat opracowany przez
Hitchingsa i1 jego wspolpracownikow w latach 50 XX wieku [35].

Trimetoprim dziata poprzez wigzanie si¢ z enzymem reduktazg dihydrofolianowa,
co blokuje przemian¢ kwasu dihydrofoliowego w kwas tetrahydrofoliowy, ktory jest
kluczowym prekursorem w szlaku syntezy tymidyny. Jego niedobor prowadzi do
zatrzymania syntezy DNA bakterii [36]. Dzigki znacznie wigkszemu powinowactwu do
bakteryjnej reduktazy dihydrofolianowej niz do ludzkiej, trimetoprim skutecznie
powstrzymuje wzrost bakterii, minimalizujgc jednocze$nie wptyw na ludzkie komorki

[11, 37].
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W medycynie trimetoprim stosuje si¢ gtownie w polaczeniu z sulfonamidem
o nazwie sulfametoksazol. Takie potaczenie jest dostepne na rynku farmaceutycznym pod
roznymi nazwami handlowymi np. Bactrim. Od wprowadzenia potgczenia tych dwoch
antybiotykow do praktyki klinicznej w 1968 roku, lek ten jest szeroko stosowany
w leczeniu réznych infekcji. Ta kombinacja antybiotykow dziata bakteriostatycznie
poprzez synergistyczne hamowanie dwoch kluczowych etapow w syntezie kwasow
nukleinowych  bakterii.  Trimetoprim  hamuje reduktaze dihydrofolianowa,
a sulfametoksazol blokuje syntetaz¢ dihydropteroanianowa, co skutecznie eliminuje

mikroorganizmy [35].

NH, CHy
N7 ©
)l\ 7 - C H 3
H,N~ N o)
o
“CHg
Trimetoprim

Rysunek 11. Trimetoprim - antybiotyk z grupy diaminopirymidyn

2.9. Pleuromutyliny

Pleuromutiliny to potsyntetyczne pochodne trdjeyklicznego diterpenoidu,
znanego jako pleuromutilina, ktorej nazwa pochodzi od grzyba Pleurotus mutilus,
produkujacego ten zwiazek [38]. Pochodnymi pleuromutyliny sg tiamulina i walnemulina
(Rysunek 12), ktére s3 stosowane wylacznie w weterynarii. Tiamulina zostata
dopuszczona do stosowania w medycynie weterynaryjnej w 1979 roku, natomiast

walnemulina w 1999 roku [39].

Jest to klasa antybiotykow, ktore selektywnie hamuja syntezg biatek bakteryjnych,
poprzez wigzanie si¢ z okreslonymi miejscami na podjednostce 50S rybosomu. Dzieki
temu procesowi synteza biatek bakteryjnych zostaje zahamowana, co skutecznie hamuje

wzrost 1 rozmnazanie si¢ bakterii [40].

Tiamulina 1 walnemulina zostalty wprowadzone w medycynie weterynaryjnej do
leczenia infekcji plucnych i jelitowych wywotanych przez Mycoplasma spp., Brachyspira

spp. 1 Lawsonia intracellularis v $win, drobiu 1 krolikéw. Mimo ze pleuromutiliny sg
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stosowane w weterynarii przez ponad trzy dekady, rozwdj opornosci na te antybiotyki byt
rzadkoscig. Mozna to przypisa¢ kilku czynnikom, w tym specyficznemu mechanizmowi
dziatania tych zwigzkow oraz faktowi, ze nie byty one uzywane do zwigkszania produkcji
zwierzat hodowlanych, na przyktad jako stymulatory wzrostu lub do poprawy wydajnosci
pasz, w przeciwienstwie do innych antybiotykow, takich jak tetracykliny, penicyliny czy

sulfonamidy [38, 41].

CH; O
H C/\N/\/S\)J\O\\‘ H3C)\/U\N/§(S\)J\O\\\
) HaC™ NH, H HsC CHs HaC™
H3C H3C H3C
Tiamulina Walnemulina
Rysunek 12. Przyklady antybiotykow z grupy pleuromutylin
3. Ekstrakcja, oczyszczanie i techniki analizy antybiotykdw

W Zywnosci pochodzenia zwierzecego

W celu uzyskania miarodajnych wynikoéw, konieczne jest przeprowadzenie
ekstrakcji 1 oczyszczenia analitow z badanej probki. Sg to kluczowe etapy w oznaczaniu
antybiotykdw w zywnosci, ktore moga by¢ zrodtem bledow, a takze stanowié przeszkode
dla rozwoju metod [42]. Wybdr odpowiedniej techniki ekstrakcji 1 metod oczyszczania
zalezy od rodzaju analitow, matrycy oraz wymagan stawianych przez wybrang technike

analityczng.

Kolejnym etapem jest wybor odpowiedniej techniki analitycznej. Wszystkie te
etapy analizy sa niezbedne dla zapewnienia bezpieczenstwa zywnos$ci, umozliwiaja
precyzyjne okreslenie stezenia lekow w zywno$ci oraz potwierdzenie, czy ich
pozostato$¢ jest zgodna z obowigzujacymi normatywami. Wszystko to razem stanowi
podstawe monitorowania pozostatosci antybiotykbw w Zywno$ci pochodzenia

ZWierzecego.
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3.1. Ekstrakcja i oczyszczanie

Ztozono$§¢ matryc probek zywnosci oraz réznorodne  wilasciwosci
fizykochemiczne substancji  przeciwbakteryjnych (rozpuszczalnos¢, stabilnosé,
polarnos¢), stanowig ogromne wyzwanie dla opracowania uniwersalnej metody
analitycznej. Aby usuna¢ substancje zakldcajace 1 zminimalizowaé wptyw matrycy
zywnosci na doktadnos$¢ analizy, stosuje si¢ rézne techniki ekstrakcji oraz oczyszczania.
Musza one by¢ dostosowane do wiasciwosci antybiotykoOw oraz rodzaju badanej

Zywnosci, co pozwala na uzyskanie precyzyjnych i miarodajnych wynikow [43].

W analizie pozostato$ci antybiotykéw w zywnosci stosuje si¢ rozne metody
ekstrakcji, z ktorych kazda posiada swoje specyficzne zalety i wady. Najczesciej

wykorzystywane metody zostang oméwione w dalszej czesci pracy.
3.1.1. Ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE)

Ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE) jest jedng z najstarszych technik przygotowywania
probek i1 nadal jest czgsto stosowana w analizie probek biologicznych. LLE polega na
przenoszeniu analitu rozpuszczonego w fazie wodnej do drugiej fazy cieklej
(rozpuszczalnika niemieszajacego si¢ z woda), wykorzystujac wspodtczynnik podziatu
oktanol-woda (stosunek stezen tej substancji w oktanolu do jej stezenia w wodzie w stanie
rownowagi). Metoda ta ma jednak kilka wad. Moze prowadzi¢ do tworzenia si¢ emulsji.
Wymaga takze uzycia duzych objetosci probek oraz toksycznych rozpuszczalnikow
organicznych, co prowadzi do produkcji duzych ilosci zanieczyszczen srodowiskowych
1 sprawia, ze LLE jest kosztowna, czasochtonna i szkodliwa dla srodowiska. Ponadto,

metoda ta nie nadaje si¢ do zwigzkéw hydrofilowych [44, 45].

Czesto uzywanymi rozpuszczalnikami stosowanymi do ekstrakcji sg: acetonitryl
(MeCN), metanol (MeOH) oraz octan etylu. Acetonitryl zapewnia wysokie odzyski,
a jednoczes$nie charakteryzuje si¢ niskimi stezeniami wspotekstrahowanych sktadnikow
matrycy. Dodatkowo denaturuje biatka i inaktywuje enzymy. Z kolei stosowanie
metanolu i octanu etylu prowadzi do ekstrakcji wigkszej ilosci dodatkowych sktadnikow
matrycy. W analizie wielosktadnikowe] zawsze istnieje konieczno$¢ znalezienia

kompromisu miedzy stopniem odzysku a czystoscig ekstraktow probek [46, 47].
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Na przestrzeni lat powstato wiele kluczowych metod ekstrakcji antybiotykow
z probek Dbiologicznych z zastosowaniem roéznych rozpuszczalnikow. Ponizej
przedstawiono wybrane przyktady zastosowan techniki LLE w ro6znych badaniach

naukowych.

Han 1 wspolpracownicy [48] =zastosowali ekstrakcje acetonitrylem do
jednoczesnego oznaczania 38 pozostatosci antybiotykéw weterynaryjnych w surowym
mleku przy uzyciu techniki UPLC-MS/MS. Wérod analizowanych zwigzkoéw znalazly
si¢ B-laktamy, fluorochinolony, tetracykliny, makrolidy, sulfonamidy, trimetoprim oraz
linkomycyna. Podobne podejscia z wykorzystaniem acetonitrylu przy ekstrakeji
zastosowano w innych badaniach m.in. do wykrywania réznych grup antybiotykow
(makrolidow, B-lakamow, sulfonamidéw, aminoglikozydow, tetracyklin, linkozamidow,
diaminopirymidyn) w mleku [49-51] oraz mig$niach [52, 53], B-laktamoéw w mleku [54],
makrolidow w jajach [55], makrolidow i linkozamidow w mleku i tkance mig$niowe;j

[56].

Kolejnym  przykltadem moze by¢ opracowana przez  Bortolotte
1 wspolpracownikéw [57] prosta, wydajna 1 szybka metoda ekstrakcji 25 lekow
przeciwbakteryjnych  (B-laktamow,  chinolonéw, makrolidéw, sulfonamidow,
trimetoprimu, tetracyklin oraz amfenikoli) z wykorzystaniem acetonitrylu i roztworu
EDTA (kwas (etylenodiamino)tetraoctowy) 0,1 M jako rozpuszczalnikow do ekstrakc;ji.
Podobng metode, wykorzystujacg acetonitryl 1 EDTA, zastosowat rowniez Desmarchelier
z wspOtpracownikami [58] do ekstrakcji tetracyklin 1 ich epimerdw z réznych matryc,
takich jak migso, ryby i owoce morza, rézne produkty mleczne, mleko modyfikowane

oraz tluszcz.

W przypadku ekstrakcji B-laktamoéw zastosowanie metanolu moze powodowac
degradacje tych antybiotykow, a acetonitryl nie jest efektywnym rozpuszczalnikiem do
ich ekstrakcji metodg LLE [59, 60]. Dlatego Rocco oraz jego wspoOtpracownicy [59]
odkryli, ze uzycie mieszanki wody 1 acetonitrylu oraz dimetylosulfotlenku (DMSO) moze
by¢ skuteczng alternatywa dla rozwigzania tego problemu. Tym sposobem udowodnili,
ze mozna skutecznie ekstrahowa¢ jednocze$nie 30 antybiotykéw B-laktamowych

z mig$ni wotowych (odzyski wynosity od 69% do 143%).
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Sun i1 wspolpracownicy [61] opracowali metod¢ ekstrakcji amoksycyliny
1 ampicyliny z jaj. W swojej procedurze zastosowali LLE przy uzyciu acetonitrylu oraz

dichlorometanu. Dodatkowo, uzyli ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami.

Granelli i inni [62] opracowali metode, w ktorej probki (tkanka migsniowa) byly
ekstrahowane technikg LLE z wykorzystaniem 70% metanolu. Metoda ta obejmowata
dziewigtnascie zwigzkow z pigciu roznych klas antybiotykow: tetracyklin, sulfonamidow,

chinolonéw, B-laktamoéw oraz makrolidow.

Metoda LLE moze réwniez obejmowac zwigzki jonowe, ktore moga byc
ekstrahowane przez niepolarne rozpuszczalniki organiczne za pomocg techniki par
jonowych. Technika ta polega na przeksztalcaniu dodatnio natadowanych substancji
w obojetne, niepolarne zwiagzki w obecnosci anionoéw organicznych. Podobnie, ujemnie
natadowane substancje moga by¢ przeksztalcane w neutralne zwigzki w obecnos$ci
kationéw organicznych. Ten proces sprawia, ze zwigzki jonowe rozpuszczaja si¢
w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych, co pozwala na ich skuteczng ekstrakcje

z roztworow wodnych [63].

Przykladem  zastosowania tej techniki jest ekstrakcja  polarnych
aminoglikozydow, jak w badaniu Abbasi 1 wspdlpracownikow [64], ktorzy
wyekstrahowali dihydrostreptomycynge z nerek za pomoca roztworu kwasu 1-
heksanosulfonowego. Technika ta okazata si¢ skuteczna, co podkresla jej potencjalne

zastosowanie w analizie chemiczne;.

Kolejnym przyktadem jest analiza aminoglikozydow z tkanki mig$niowej
cielecej, ktora przeprowadzili Babin i Fortier [65], wykorzystujac LLE z kwasem
trichlorooctowym (TCA) do ekstrakcji tych zwigzkow. Podobne podejscia
z wykorzystaniem TCA przy ekstrakcji zastosowano w innych badaniach m.in.:
do wykrywania réznych grup antybiotykow (aminoglikozydow, tetracyklin,
linkozamidéw, fluorochinolonéw) w mleku [49], aminoglikozydow w mleku
1w mig$niach [66], fluorochinolonéw, aminoglikozydéw, B-laktamow, makrolidow,

sulfonamidéw 1 tetracyklin w rybach [67].

3.1.2. QUEChERS

Metoda QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe — szybka,

fatwa, tania, skuteczna, odporna i bezpieczna) opiera si¢ na technikach ekstrakcji ciecz-
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ciecz 1 jest nowoczesnym podejsciem do przygotowywania probek, powszechnie
stosowanym w analizie pozostatosci pestycydow w zywnosci [68, 69]. Metoda ta zostata
po raz pierwszy zaprezentowana w 2002 roku przez Anastassiadesa na Europejskim
Warsztacie ds. Pozostatosci Pestycydow w Rzymie [70], a opublikowana w 2003 roku
[71]. Na poczatku byla stosowana gtownie do wykrywania pozostatosci pestycydow
w owocach 1 warzywach [69]. Dzigki swoim zaletom, ktére maja cechy ,,zielonej
chemii”, metoda QUEChERS szybko si¢ rozwingta, obejmujac ekstrakcje roznych grup
zanieczyszczen, takich jak m.in. antybiotyki, z r6znych matryc i stanowi ekologiczng
alternatywe dla tradycyjnych etapow przygotowywania probek. Metoda ta pozwala
zminimalizowaé zagrozenia dla $rodowiska i zdrowia pracownikéw na wszystkich
etapach analizy chemicznej, oferujac jednoczesnie szybkie 1 energooszczedne

rozwigzania bez spadku wydajnosci [72].

Metoda QuEChERS sklada si¢ z dwoch glownych etapow: ekstrakeji oraz
oczyszczania. W pierwszym etapie probke wytrzasa si¢ z acetonitrylem z dodatkiem soli,
najczesciej bezwodnego siarczanu magnezu (MgSOs) 1 bezwodnego chlorku sodu
(NaCl), aby wspomoc oddzielenie wody od fazy organicznej. Nast¢pnie faza organiczna
jest oczyszczana za pomocg techniki ekstrakcji do fazy stalej w ukladzie dyspersyjnym
(d-SPE). W tej metodzie uzywa si¢ polaczenia sorbentdow PSA (amina pierwszorzedowa
1 drugorzedowa) oraz C18 (krzemionka oktadecylowa), co pozwala na usunigcie kwasow
thuszczowych 1 innych sktadnikow oraz bezwodny MgSQOs4 stosowany do zredukowania
pozostate] w ekstrakcie wody. Uzyskane ekstrakty sa gotowe do analizy instrumentalne;j
za pomocg chromatografii cieczowej (LC) 1 gazowej (GC) polaczonych ze spektrometrig
mas (MS) [73-75]. Schemat kluczowych etapéw oryginalnej techniki QUEChERS zostat

przedstawiony na Rysunek 13.

Kluczowe parametry tej metody moga by¢ fatwo modyfikowane
1 optymalizowane w celu poprawy wydajnosci ekstrakcji. W zalezno$ci od specyfiki
badanych probek, modyfikacji mogg podlegac takie czynniki jak: np. rozpuszczalniki
(rodzaj 1 ilo$¢), warunki ekstrakcji (ilo$¢ 1 rodzaj soli), rodzaj sorbentow, warunki
oczyszczania (stosunek sorbentow do ekstraktu) [76]. Dzieki tatwosci modyfikacji
1zastosowania roéznych warunkéw analizy, metoda QuEChERS moze by¢
z powodzeniem wykorzystywana do wykrywania pozostatosci antybiotykow w roznych

matrycach odzwierzecych. Oto kilka przyktadoéw jej zastosowania.
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Quick ( \,/ \

Easy
Cheap 10 ml MeCN
Effective
Rugged §
Safe 10 g hamogenizowanej 50 ml probéwka
prébki teflonowa

l Wstrzasa¢ energicznie przez 1 minute
Dodac 4 g bezwodnego MgS0, + 1 g NaCl

Dodac 25 mg PSA i 150 mg l Wstrzgsac energicznie przez 1 min
bezwodnego MgSO, i odwirowa¢ przez 5 min
Pobraé
r ‘ 1ml /
Wstrzasac przez 30 s

i odwirowa¢ 1 min
Dodac 59f6 w_odnv k\ai\.ras mrowkowy 3 P—
(jesli to konieczne) — i e
&

Pobraé 0,5 ml
supernatantu

Rysunek 13. Schemat kluczowych etapow oryginalnej techniki QuEChERS

Stubbings 1 Bigwood [77] opracowali metod¢ oznaczania pozostatosci
sulfonamidéw 1 fluorochinolonéw w migsniach kurczaka. Do ekstrakcji zastosowali 1%
kwas octowy w acetonitrylu oraz bezwodny siarczan sodu, co poprawito wydajnos¢
ekstrakcji fluorochinolonéw. Ekstrakty byly nastgpnie oczyszczane metoda dSPE przy

uzyciu sorbentu Bondesil NH».

Podobnie, Aguilera-Luiz i in. [78] opracowali metod¢ ekstrakcji sulfonamidow,
chinolonéw, makrolidéw i tetracyklin z probek mleka za pomoca acetonitrylu z 1%
kwasem octowym , z dodatkiem EDTA, aby zwigkszy¢ odzysk makrolidoéw i tetracyklin.
Ekstrakty byly analizowane bez dalszego oczyszczania. Analogiczng metode ekstrakcji
tych grup antybiotykéw z mleka opracowat takze Vidal i in. [79], natomiast Parab

1 Amritkar [80] zoptymalizowali ja dla 10 sulfonamidow.

Jednak juz do analizy miodu 1 mleczka pszczelego [81], gdzie ekstrakcje rowniez
przeprowadzono przy uzyciu zakwaszonego acetonitrylu, EDTA, Na;SO4 1 NaCl,
konieczne byto dodatkowe oczyszczanie ekstraktow za pomoca sorbentéw PSA i C18
w celu absorpcji cukrow, kwasow organicznych i pigmentéw z ekstrahowanych probek.
Dzigki zastosowaniu takiej metody udato si¢ przeanalizowac takie grupy antybiotykow

jak: sulfonamidy, fluorochinolony, makrolidy, tetracykliny i trimetoprim. Podobnie,
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w badaniach dotyczacych krewetek [82], w ktorych analizowano pozostatosci
sulfonamidéw i trimetoprimu, zastosowano MeCN z kwasem octowym oraz te same sole

Na>SOs4 1 NaCl, a do oczyszczania uzyto wylacznie sorbentu PSA.

Do wyekstrahowania antybiotykéw czesto stosuje si¢ rowniez acetonitryl
z kwasem mréwkowym, co pozwala na skuteczne wyizolowanie badanych substancji
z r6znych matryc. Na przyktad Lombardo-Agiii i in. [83] opracowali metode ekstrakcji
fluorochinolonéw z mleka wykorzystujac MeCN z dodatkiem 5% kwasu mrowkowego
oraz buforu NaH;PO4, a nastgpnie oczyszczajac ekstrakty przy uzyciu zestawu do
ekstrakcji Agilent SampliQ EN QuEChERS oraz sorbentow C18 oraz MgSO4. Natomiast,
Chen 1 in. [84] do oznaczenia 16 B-laktamow w migsniach kurczaka zastosowali MeCN
z 0,1% kwasem mrowkowym, a oczyszczanie przeprowadzili za pomocg C18, PSA oraz
bezwodnego MgSO4. W innym przypadku, do analizy fluorochinolonéw, sulfonamidow,
B-laktamow, aminoglikozyddéw, makrolidéw i linkozamidéw w jajach i mleku,
zastosowano MeCN z 3,35% kwasem mréwkowym, Na>SO4, NaCl i octanem sodu,
a oczyszczanie przeprowadzono z uzyciem Na>SO4, PSA 1 C18 [85]. Ponadto, MeCN
z 5% kwasem mrowkowym, MgSO4 1 octanem sodu wykorzystano do ekstrakcji
fluorochinolonéw, makrolidéow, sulfonamidéw 1 trimetoprimu z ryb, a oczyszczanie
przeprowadzono przy uzyciu sorbentow C18 i MgSO4 [86]. W przypadku mig$ni
(od bydta, swin, kurczakow), jajek oraz mleka do ekstrakcji tetracyklin, B-laktaméw
1 makrolidow, Nakajima 1 in. uzyskali najlepsza wydajno$¢ stosujac Na,EDTA oraz
roztwor acetonitrylu z 5% kwasem mrowkowym 1 metanolem (8:2), bez konieczno$ci

oczyszczania ekstraktu [87].

Kolejnym wariantem metody QuEChERS jest zastosowanie mieszaniny
acetonitrylu 1 wody do ekstrakcji antybiotykéw. Na przyktad, w analizie cefalosporyn
zmigsa bydla zastosowano mieszaning MeCN:H>O (80:20, vA), a po ekstrakcji
oczyszczanie przeprowadzono za pomocg sorbentow PSA i C18 oraz MgSO4 [88].
Podobng technike zastosowano do ekstrakcji réznych grup antybiotykow, takich jak
tetracykliny, aminoglikozydy, fluorochinolony, linkozamidy, sulfonamidy oraz p-
laktamy, z ryb (tilapia), gdzie ekstrahentem byla mieszanina MeCN z H>O (84:16)
z dodatkiem EDTA i 1% kwasu octowego. Po tym etapie, ekstrakty oczyszczano za
pomoca PSA, MgSQO4 oraz Z-Sep+ (tlenek cyrkonu) [89]. Podobna procedura zostata

zastosowana réwniez do analizy 34 sulfonamidow 1 ich metabolitow w tososiu [90].
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W literaturze mozna rdwniez znalez¢ przyklady zastosowania samego
acetonitrylu do ekstrakcji réznych antybiotykow z réznych matryc. Na przyktad,
w surowym mleku bydlecym analizowano fluorochinolony, makrolidy, linkozamidy,
tetracykliny, B-laktamy, sulfonamidy oraz trimetoprim, stosujgc ekstrakcje za pomoca
MeCN, a nastgpnie oczyszczanie przy uzyciu sorbentu C18 [91]. W przypadku ryb
ekstrakcje pigciu tetracyklin réowniez przeprowadzono przy uzyciu MeCN, ale
z dodatkiem siarczanu amonu, a oczyszczanie przeprowadzono réwniez za pomoca
sorbentu C18 [92]. Kolejnym przyktadem jest analiza 23 B-laktamow w jajach, surowym
mleku, mleku modyfikowanym, a takze produktach miesnych i rybnych, w tym zywnos$ci
dla niemowlat, gdzie zastosowano ekstrakcje za pomocg MeCN z dodatkiem Na>SOs

1 NaCl oraz oczyszczanie z uzyciem NaSO4 1 C18 [93].

Podsumowujac, elastyczno$¢ metody QUEChERS (umozliwiajaca modyfikacje
etapow ekstrakcji i oczyszczania), pozwala na skuteczne badanie roznych antybiotykow
w wielu matrycach. Dzigki temu metoda ta stale si¢ rozwija i zyskuje na znaczeniu

w analizie pozostatosci antybiotykow.
3.1.3. Ekstrakcja do fazy statej (SPE)

Ekstrakcja do fazy statej (SPE, z ang. Solid Phase Extraction) jest jedna
z kluczowych technik przygotowania probek w chemii analitycznej. Szczegdlnie
przydatna w analizie §ladowych ilo$ci substancji, takich jak farmaceutyki, pestycydy czy

innych zanieczyszczeniach organicznych w r6znych matrycach [63].

SPE to metoda izolacji i koncentracji analitow z cieczy lub ekstraktow probek
statych, polegajaca na sorpcji analitow na fazie statej, a nastgpnie ich elucji. SPE
umozliwia wzbogacanie Sladowych ilosci, oczyszczanie probki oraz wymiang medium.
Poczatkowo opracowana jako alternatywa dla ekstrakcji ciecz-ciecz, metoda ta wyrdznia
si¢ niskimi kosztami, krotszym czasem analizy, dobra selektywno$cig dzigki duzemu
wyborowi statych sorbentow oraz mniejszym zuzyciem rozpuszczalnikow. SPE jest

rowniez tatwa do automatyzacji [94, 95].

Techniki SPE charakteryzuja si¢ pewnymi ograniczeniami, takimi jak mniej
stabilne wlasciwosci sorpcyjne w pordwnaniu z rozpuszczalnikami, zmienno$¢
sorbentow z chemicznie modyfikowanymi powierzchniami (r6znice miedzy kolejnymi

partiami sorbentu) oraz wyzszy poziom zanieczyszczen wynikajagcych z materialow
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uzywanych w produkcji. Dodatkowo, SPE moze by¢ podatna na zatykanie zloza przez

zawiesiny obecne w probee [94].

Na poczatku lat 80 wprowadzenie jednorazowych wkladow zawierajacych
sorbenty chemicznie zwigzane na bazie krzemionki zrewolucjonizowato technik¢ SPE,
czynigc ja szeroko stosowang w laboratoriach. Typowa kolumienka SPE (Rysunek 14),
ma forme krotkiej kolumny, przypominajacej otwarty cylinder strzykawki, wypetnionej
sorbentem o nominalnej wielkosci czastek od 20 do 60 um. Sorbent ten jest umieszczony
pomiedzy dwoma filtrami (porowatymi plastikowymi lub metalowymi sitami), ktére
zapobiegaja przedostawaniu si¢ drobnych czastek do probki. Obecnie dostepne sg liczne
sorbenty, zardwno selektywne, jak i1 nieselektywne, co umozliwia szerokie zastosowanie
techniki SPE w roznych dziedzinach [96]. Najczgsciej stosowane sa wklady SPE
zawierajace 500 mg materialu w strzykawkach o pojemnosci 3 Iub 5 ml, ktére stuzg do
oczyszczania duzych objetosci probek srodowiskowych, z ktorych przewiduje sie
zatrzymanie okoto 25 mg analitow [97]. Rysunek 15 przedstawia zdj¢cie przyktadowego

zestawu do SPE.

zhiornik na probke

Sy

filtr

warstwa sorbentu ‘-.\\
filtr ™

Rysunek 14. Budowa pojedynczej kolumienki SPE
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Rysunek 15. Typowy aparat stosowany podczas ekstrakcji do fazy stalej

Proces SPE sktada si¢ z kilku etapéw (Rysunek 16) [98, 99]:

Kondycjonowanie sorbentu — Przed rozpoczeciem ekstrakeji sorbent jest

kondycjonowany odpowiednim rozpuszczalnikiem, aby zapewnic¢
optymalne warunki sorpcji analitow. Proces ten pozwala na zwilZenie
materialu oraz usunigcie zanieczyszczen 1 powietrza z kolumny.
Rozpuszczalnik kondycjonujacy dobiera si¢ w zaleznosci od rodzaju
sorbentu; dla sorbentow odwroconych faz, takich jak krzemionka
zwigzana z oktadecylem, czesto stosuje si¢ metanol, a nast¢gpnie wode lub
bufor. Wazne jest, aby sorbent nie wysychal mi¢dzy kondycjonowaniem
a aplikacja probki, poniewaz moze to obnizy¢ skutecznos$¢ zatrzymywania
analitow. W przypadku wyschnigcia sorbentu konieczne jest jego ponowne
kondycjonowanie.

Aplikacja probki — Probka rozpuszczona w odpowiednim rozpuszczalniku

jest wprowadzana do kolumienki SPE, gdzie anality sorbujg si¢ na
powierzchni stalego sorbentu. W zalezno$ci od systemu objetosci moga
wynosi¢ od 1 ml do 1 1. Prébke nanosi si¢ grawitacyjnie, przy pomocy
pompy, podcisnienia lub automatycznie. Przeptyw powinien by¢
wystarczajaco wolny, aby skutecznie zatrzymac¢ anality, ale nie zbyt

wolny, aby unikng¢ dlugiego czasu trwania procesu. Podczas tego etapu
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czes$¢ sktadnikow matrycy moze przechodzi¢ przez sorbent, co umozliwia

wstepne oczyszczenie probki.

e Przeplukiwanie — Po etapie sorpcji, kolumienka jest przeptukiwana
rozpuszczalnikiem o niskiej sile eluowania w celu usunigcia
niepozadanych substancji i interferentow pochodzacych z matrycy. Dzigki
temu na sorbencie pozostaja jedynie anality lub substancje o podobnych
wlasciwosciach, co zwigksza selektywno$¢ metody 1 czystos$é
analizowanej frakcji. Nastepnie, resztki rozpuszczalnika przemywajacego

usuwa si¢ przez suszenie strumieniem powietrza.

¢ Elucja analitow — Ostatni etap polega na desorpcji analitow z sorbentu za
pomoca odpowiednio dobranego rozpuszczalnika. Proces ten umozliwia
wyplukanie analitow z kolumienki do dalszej analizy, jednoczes$nie
pozostawiajac zatrzymane skladniki matrycy na sorbencie. Objetos¢
uzywanego do elucji rozpuszczalnika powinna by¢ tak dobrana, aby
zapewni¢ wysokie odzyski analitéw przy minimalnym rozcienczeniu.
Nalezy réwniez odpowiednio dostosowaé predkos¢ przeptywu, aby
zapewni¢ efektywna elucje. W celu uzyskania lepszych rezultatow zaleca
si¢ podzielenie rozpuszczalnika na dwie cze$ci 1 umozliwienie jego

wchlonigcia przez material sorpcyjny przed rozpoczeciem elucji.

3. 4.

Kond b < 2.
nkoyrl:‘]:‘?;!:\::nle Aplikacja probki Przeptukiwanie . : Elucja analitow
T [ e——— —

@[] « interferencje

{} € analit

Rysunek 16. Etapy procesu ekstrakcji do fazy stalej
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Kluczowym elementem w metodzie SPE jest wybdr sorbentu, poniewaz to
od niego zaleza gléwne parametry, takie jak selektywno$§¢ czy powinowactwo.
Efektywnos¢ procesu SPE w duzej mierze zalezy od odpowiedniego dopasowania
sorbentu do charakterystyki analizowanego zwigzku oraz matrycy, w ktérej si¢ on
znajduje. Decyzja o wyborze sorbentu powinna by¢ oparta na wilasciwosciach
fizykochemicznych analitow oraz specyfice matrycy probki, ktére definiuja charakter
oddziatywan zachodzacych migdzy analitem a sorbentem [46]. Istotng role podczas
ekstrakcji analitow z probek odgrywaja rozne mechanizmy, takie jak sity dyspersyjne
(van der Waalsa), wigzania wodorowe, interakcje dipol-dipol czy oddzialywania

elektrostatyczne (wymiana jonowa) [100].

Do najcze$ciej stosowanych sorbentow, ktore oferuje metoda SPE, naleza
krzemionka, sorbenty polimerowe oraz nowoczesne sorbenty. Metoda ta oferuje szeroki

wybor sorbentow, w tym [101]:

sorbenty stosowane w fazie odwroconej (RP) — Tabela 1
e sorbenty noszace nazwe faz normalnych (NP) — Tabela 2
e sorbenty jonowymienne (IE) — Tabela 3

e sorbenty typu mixed-mode

e funkcjonalizowane zywice polimerowe — Tabela 4

e immunosorbenty (IMS)

e polimery odciskane molekularnie (MIP).

Tabela 1. Przyktady sorbentow stosowanych w fazie odwroconej w SPE [97, 101]

FAZA ODWROCONA (RP)
Docel lit Rozt
Rodzaj sorbentu  Struktura ocelowy anatt OZTHOLY : :
. Kondycjono- Przemywanie Eluowanie
chemiczna wanie
Stabo MeOH/H20 Polarne Silnie
Oktadecyl (Cis)  -(CH2)17CH3 niepolarny MeCN/H20 rozpuszczalniki  niepolarne
Umiarkowanie (o odpowiednim o odpowiednim  rozpuszczalniki
niepolarny pH) pH (heksan,
Oktyl (Cs) -(CH2)7CH3 Niepolarny chloroform)
oraz
Etyl (C2) -CH:CH;3 rozpuszczalniki
Cykloheksyl -CH2CHz- od polamych do
umiarkowanie
Fenyl - CH2CH2CH>- polarnych
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Tabela 2. Przyklady sorbentow stosowanych w fazie normalnej w SPE [97, 101]

FAZA NORMALNA (NP)
. Docel lit Rozt
Rodzaj sorbentu  Struktura ocelowy anal uEWOry . :
. Kondycjono- Przemywanie Eluowanie
chemiczna wanie
Cyano (CN) -(CH2);CN Posiada polarne  Niepolarne Niepolarne Silnie polarny
. grupy rozpuszczalniki  rozpuszczalniki  eluent np.
Amino (NH2) -(CH2)NH2 funkcyjne, takie  (heksan, metanol
Diol (CH2):0CH,CH- 13K grupy chloroform)
COHCO CH,OHO hydroksylowe,
(COHCOR) H20HOH karbonylowe,
Zel _SiOH aminowe,
krzemionkowy p (?dWO_].ne
wigzania oraz
Florisil® Mg2SiO3 zwiazki z
heteroatomami.
Alumina AlLO3
Tabela 3. Przyktady sorbentow jonowymiennych stosowanych w SPE [97, 101]
SORBENTY JONOWYMIENNE (IE) — wymiana kation6w
Docel lit Rozt
Rodzaj sorbentu  Struktura ocelowy anal zIwory : :
. Kondycjono- Przemywanie Eluowanie
chemiczna wanie
SCX Kwas propano- Anality o Woda lub bufor pH=pKa-2 Eluent o sile
Sulfonowy sulfonowy fadunku pH>7 Jjonowej,
-(CH2);SO20H dodatnim (pH=pKa-2) pH=pKa~+2
Kwas benzeno-
sulfonowy
-(CH2)3- -SO2.0H
WwCX -(CH2).COOH
Kwas
karboksylowy
SORBENTY JONOWYMIENNE (IE) — wymiana aniondw
Docel lit Rozt
Rodzaj sorbentu Struktura ocelowy anal pzwory . :
. Kondycjono- Przemywanie Eluowanie
chemiczna wanie
SAX -(CH2);N*(CH3);  Anality o Woda lub bufor  pH=pKa +2 Eluent o
Czwarto- tadunku pH<7 wysokiej sile
rzedowa grupa ujemnym (pH=pKa+2) jonowe;j,
. pH=pKa-2
amoniowa
WAX -NH2
Pierwszo-, -NHR
drugo-, lub -NR2
trzeciorzedowa
amina
Sorbenty typu mixed-mode wykorzystujag zaréwno grupy hydrofobowe,

jak 1 jonowymienne na swojej powierzchni. Grupy hydrofobowe moga obejmowac

od krotkich tancuchéw (np. C2) do wysoce retencyjnych (np. CI18), a grupy

jonowymienne moga mie¢ wlasciwosci kationowymienne lub anionowymienne. Eluent

powinien zawiera¢ niepolarne rozpuszczalniki oraz odpowiednie bufory, kwasy lub
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zasady, aby wyptuka¢ anality zatrzymane dzigki interakcjom hydrofobowym

1 jonowymiennym [97, 102].

Tabela 4. Przyktady sorbentow polimerowych stosowanych w SPE [63]

SORBENTY POLIMEROWE
Rodzaj sorbentu Wiasciwosci Eluowanie

Metakrylan o Sorbenty te charakteryzuja Metanol,

diwinylobenzenu hc. ch si¢ wieksza powierzchnig acetonitryl
AN 3 . . 5.
C specyficzng niz fazy (w zalezn.osm od
0*C~o-CHs zwigzane RP/NP, co pozwala  typu analitu)
= na stosowanie mniejszej

ilo$ci materiatu sorpcyjnego.

Styren ~ _ Umozliwiajg izolacje

diwinylobenzen
(SDVB)

1 oczyszczanie szerokiego
spektrum zwigzkow
chemicznych.

Moga by¢ efektywnie
stosowane w ekstrakcji
w szerokim zakresie
wartosci pH, w tym przy
ekstremalnych pH.

Kopolimerowy
adsorbent oparty
na pirolidonie

Nie wymagaja wstepnego
kondycjonowania za pomoca

rozpuszczalnikow przed
uzyciem.

Oasis HLB: R=H
Oasis MCX: R= SO3"
Oasis MAX: R=N*(CH3)2(C4Ho)

Immunosorbenty znajdujg zastosowanie w medycynie, biologii 1 technologii
zywnoS$ci, natomiast ich wykorzystanie do analiz probek s$rodowiskowych jest
stosunkowo nowym trendem. Ograniczenia te wynikaja z trudnosci w tworzeniu
przeciwcial, ktore sa selektywne dla matych czasteczek. Immunosorbenty sa cenione
za wysoka selektywnos$¢, umozliwiajaca jednoczesng ekstrakcje, koncentracje

1 oczyszczanie ztozonych matryc [103].

Polimery z odciskiem molekularnym (MIP) to syntetyczne materialy, ktore
precyzyjnie koduja informacje molekularne, takie jak ksztalt 1 orientacja grup
funkcyjnych. Dzigki temu moga selektywnie wigza¢ si¢ z okreslonymi czasteczkami,
co czyni je idealnymi do zastosowania w analizie konkretnych zwigzkéw. Ostatnio MIP
sa powszechnie stosowane do przygotowania probek ztozonych matryc srodowiskowych.
Do ich zalet nalezg stabilno$¢ temperaturowa 1 pH, mozliwos¢ wielokrotnego uzycia,
krétszy czas przygotowania oraz trwato§¢. Dzieki specyficznym interakcjom
powinowactwa, MIP zapewniaja wyzszg skuteczno$¢ oczyszczania niz tradycyjne

sorbenty SPE [102, 103].
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Mozliwo$¢ dostosowania parametréw, takich jak rodzaj sorbentu, sktad eluentu
1 warunki oczyszczania, sprawia, ze SPE jest szeroko stosowana w analizie pozostalo$ci
antybiotykdw w roznych matrycach. Oto przyktady jej zastosowania w badaniach nad

antybiotykami.

W literaturze czgsto wykorzystuje si¢ kolumny Oasis HLB ze wzgledu na ich
zdolnos¢ do =zatrzymywania zarowno zwigzkow polarnych, jak 1 niepolarnych,
co sprawia, ze sg one skuteczne w analizie r6znych antybiotykow. Na przyktad, Becker
11in. [104] opracowali metode wykorzystujacag kolumny SPE Oasis HLB (60 mg, Waters)
do oznaczania 15 antybiotykéw B-laktamowych w préobkach mleka, migéni i nerek.
Probki rozpuszczano w 0,05 M buforze fosforanowym (pH 8.5), a kolumny
przygotowano przez przeplukanie metanolem, woda oraz tym samym buforem.
Po natozeniu probek na kolumny, przemywano je buforem fosforanowym i woda,
a nastgpnie elucj¢ przeprowadzano za pomoca 3 ml mieszaniny acetonitrylu i wody

w stosunku 1:1 (v/v).

Kolejnym przyktadem zastosowania kolumienek Oasis HLB jest metoda opisana
przez Heller i in. [105] do oznaczania tetracyklin, fluorochinolonow, p-laktaméw
1 sulfonamidéw w jajkach. Probki jajek przygotowywano przez dodanie roztworu
bursztynianu sodu (chelatuje jony metali mogace zakldca¢ ekstrakcje tetracyklin).
Kolumny przygotowano przez przeptukanie metanolem 1 woda, a po natozeniu
supernatantu na kolumny, przemywano je woda. Elucje analitow w tym wypadku

przeprowadzano za pomocg 3 ml metanolu.

Do ekstrakcji pozostatosci lekow (penicylin, cefalosporyn, sulfonamidow,
tetracyklin, makrolidow, linkozamidéw, fluorochinolonéw, niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, polipeptydow, benzoimidazoli i lekéw antyhistaminowych) z probek
mleka, grupa badawcza pod kierownictwem Turnipseed [106] réwniez wykorzystata
kolumienki Oasis HLB. Probki mleka przygotowywano w 0,1% roztworze kwasu
mrowkowego w wodzie. Kolumny kondycjonowano acetonitrylem, a nastepnie
roztworem 0,1% kwasu mréwkowego w wodzie/MeCN (95:5). Po nalozeniu ekstraktow
z probek, kolumny przemywano roztworem 0,1% kwasu mrowkowego, a eluowanie

przeprowadzano za pomocg MeCN.

Kolumny SPE Oasis HLB wykorzystano réwniez do ekstrakcji pozostatosci

antybiotykéw (fluorochinolonéw, sulfonamidoéw, tetracyklin i makrolidow) z probek

47



WSTEP TEORETYCZNY

miodu. Probki miodu rozpuszczano w 10 ml roztworu Na;EDTA o pH 4. Kolumny
przygotowano poprzez przeplukanie najpierw metanolem, nastgpnie acetonitrylem,
a potem dwukrotnie woda. Po natozeniu supernatantu na kolumny, przemywano je
ponownie woda. Elucje analitéw przeprowadzano kolejno przy uzyciu metanolu,

acetonitrylu oraz 0,04% roztworu wodorotlenku amonu w metanolu [107].

Kolumienki SPE Oasis HLB zostaly wykorzystane takze przez Zhu
1 wspotpracownikéw [108] do utworzenia uktadu tandemowego, aby zoptymalizowac
proces oczyszczania probek. Pierwszg kolumng HLB kondycjonowano metanolem, woda
i roztworem 0,2 M HFBA, natomiast druga kolumn¢ dodatkowo wodnym roztworem
NaOH o pH 8,5. Probki byly ekstrahowane za pomoca 5% roztworu TCA oraz 0,2 M
HFBA, a nastegpnie zaladowane na pierwszg kolumne. Eluat z pierwszej kolumny, ktorego
pH dostosowano do 8,5 zostal przeniesiony na drugg kolumng. Obie kolumny byly
przeptukiwane woda. Elucja analitow przeprowadzona zostala za pomoca mieszaniny
acetonitrylu 1 0,15 M HFBA w stosunku 4:1 (v/v). Za pomoca tej metody

wyekstrahowano 15 pozostatosci aminoglikozydéw z tkanek wieprzowych.

Ponadto, do zastosowan opisanych powyzej, kolumienki SPE Oasis HLB zostaty
réwniez wykorzystane do ekstrakcji 100 lekow weterynaryjnych z rdéznych matryc
migséni, gdzie elucj¢ przeprowadzano za pomoca mieszaniny acetonitrylu i buforu
bursztynianowego [47]. Wykorzystano je takze do oznaczania antybiotykow
makrolidowych w tkankach kurczaka, gdzie elucje przeprowadzano za pomocg metanolu
[109]. Dodatkowo, kolumienki te postuzyty do ekstrakcji 76 lekow weterynaryjnych z 13
réznych klas z mig$ni wotowych, przy czym elucje¢ analitow przeprowadzano za pomoca
10% wodnego roztworu kwasu mrowkowego oraz acetonitrylu [110]. Kolejnym
przykladem jest zastosowanie Oasis HLB do ekstrakcji 29 antybiotykow z o$miu klas
z probek moczu i migsni $win, gdzie elucje przeprowadzano przy uzyciu metanolu [111].
Kolumienki Oasis HLB zastosowano takze do ekstrakcji 16 antybiotykow z migsa
kaczek, gdzie elucj¢ przeprowadzano sekwencyjnie za pomoca metanolu, acetonitrylu
oraz roztworu amoniaku w metanolu [112]. Kolumienki te zostaty takze uzyte uzyto do
ekstrakcji amoksycyliny z tkanek wieprzowych, a elucj¢ przeprowadzano przy uzyciu
acetonitrylu [113]. Wykorzystano je réwniez do analizy tygecykliny, tetracyklin i ich 4-
epimerowych pochodnych w migéniach kurczaka, gdzie elucje przeprowadzano za
pomocg mieszaniny metanolu i octanu etylu w stosunku 1:9 [114]. Te przyktady pokazuja,

jak wszechstronne zastosowanie maja kolumienki Oasis HLB w analizie pozostato$ci
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réznych lekow weterynaryjnych w réznych matrycach, co potwierdza ich przydatnos¢

w badaniach bezpieczenstwa zywnosci.

Do ekstrakcji pozostatosci lekow, takich jak sulfonamidy 1 fluorochinolony, grupa
badawcza pod kierownictwem He i wspotpracownikow [115] zastosowata kolumny Oasis
PRIME HLB, nowoczesny typ fazy SPE, ktéry nie wymaga tradycyjnego
kondycjonowania 1 mycia przed elucjag. Do prébek dodawano 0,1% roztwdr kwasu
mrowkowego w  mieszaninie MeCN/H20 (90:10, v/v). Prébki poddawano
ultradzwigkowej ekstrakcji, a nastgpnie odwirowywano. Otrzymany supernatant
przepuszczano przez kolumny Oasis PRIME HLB (3 cc, 60 mg) bez konieczno$ci
wczesniejszego kondycjonowania kolumny. Po naniesieniu probki kolumny nie
wymagaty rdwniez przemywania ani elucji innym rozpuszczalnikiem. Eluaty zbierano do

probowek wirowkowych do dalszej analizy.

W celu oznaczania 11 antybiotykow fluorochinolonowych w migsie drobiowym
1 jajach probki poddano ekstrakeji docelowych zwigzkow. Nastepnie, aby usung¢ ttuszcze
i fosfolipidy, zastosowano metod¢ oczyszczania przy uzyciu przeptywowego SPE,
wykorzystujgc sorbent Oasis PRIME HLB, podobnie jak w poprzednim przyktadzie.
Procedura sktadata si¢ z dwoch gléwnych etapow. W pierwszym etapie roztwor
ekstrakcyjny nakladano na wktady SPE z Oasis PRIME HLB, po czym zbierano
wszystkie eluaty [116].

Guo 1 in. [117] opracowali metod¢ oznaczania spektynomycyny i linkomycyny
w migs$niach drobiowych i wieprzowych z uzyciem kolumienek Oasis PRIME HLB.
W tym przypadku zastosowano pelng procedure¢ SPE, obejmujaca wszystkie etapy:
kondycjonowanie, zatadowanie probki, przeptukiwanie oraz elucje. Probki byly
rozpuszczane w buforze KH>PO4 (0,01 M, pH 4), nastepnie pH doprowadzono do 5,8
idodano laurylosiarczan sodu, aby zmieni¢ polarno$¢ roztworu. Kolumienki
kondycjonowano metanolem, wodga dejonizowang i1 buforem laurylosiarczanu sodu
(0,02 M). Po naniesieniu probki na kolumienki, przeptukiwano je trzykrotnie 3 ml wody

dejonizowanej, a nastgpnie eluowano metanolem.

W badaniach nad oznaczaniem sulfonamidow, chinolondéw i benzoimidazoli
w mleku krowim zastosowano metodg¢ ekstrakcji za pomoca zakwaszonego acetonitrylu,
a nastgpnie probki oczyszczano przy uzyciu kolumienek Oasis MCX. Po ekstrakeji

supernatant odparowywano do sucha, a nastepnie pozostato$¢ rozpuszczano w roztworze
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0,10 M kwasu solnego przed dalszym etapem oczyszczania. Kolumny Oasis MCX
kondycjonowano metanolem oraz roztworem 0,10 M kwasu solnego. Po naniesieniu
probki na kolumne SPE, przeprowadzano przemywanie roztworem 0,10 M kwasu
solnego oraz metanolem. Na koniec elucj¢ przeprowadzano za pomocg 10% amoniaku

w acetonitrylu [118].

Do analizy antybiotykow w ztozonych matrycach stosuje si¢ takze kolumienki
Strata-X, polimerowe sorbenty chemicznie modyfikowane, ktore zapewniajag wysoka
selektywno$§¢ 1 odporno$¢ chemiczng. Przyktadem ich zastosowania jest
wyekstrahowanie lekéw weterynaryjnych, takich jak benzoimidazole, makrolidy,
penicyliny, chinolony, sulfonamidy, pirymidyny, tetracykliny, nitroimidazole, $rodki
uspokajajace, jonofory, amfenikole oraz niesteroidowe leki przeciwzapalne, z probek
mleka. W celu przeprowadzenia analizy mleko mieszano z acetonitrylem, aby wytracic¢
biatka. Po odwirowaniu supernatant rozcienczano woda. Rozcienczong probke
nanoszono na kolumienk¢ Strata-X, ktéra kondycjonowano metanolem i woda,

przemywano woda, a nastepnie anality eluowano metanolem [119].

W celu analizy antybiotykow B-laktamowych, w tym penicylin, cefalosporyn
1 karbapenemoéw, w migs$niach drobiu zastosowano kolumienki Strata-X. Probki
ekstrahowano, a faz¢ wodng o pH 7,2 przeznaczono do oczyszczania metoda SPE.
Kolumienki Strata-X kondycjonowano metanolem 1 wodg. Nastgpnie na kolumienki
naniesiono ekstrakt, a kolumienki przemyto mieszaning metanolu 1 wody (1:9, v/v).
Antybiotyki B-laktamowe eluowano z kolumienek za pomoca mieszaniny metanolu i

acetonitrylu (50:50, v/v) [120].

Strata-X-CW jest sorbentem typu stabego wymieniacza kationowego, ktory
znalazl zastosowanie w analizie lekow przeciwbakteryjnych, takich jak: aminoglikozydy,
B-laktamy, fluorochinolony, makrolidy, sulfonamidy, trimetoprim oraz tetracykliny,
w probkach ryb, co opisali Gbylik 1 in [121]. Otrzymany po ekstrakcji probek supernatant
przeznaczono do oczyszczania na kolumienkach Strata-X-CW, ktore wczesniej
kondycjonowano metanolem, woda i 0,02 M HFBA. Kolumienki suszono pod préznia,
a nastepnie eluowano za pomoca 2% kwasu mrowkowego w metanolu (dwukrotnie po

3 ml).

Strata SCX to sorbent wykorzystywany do analizy sulfonamidow w roéznych

matrycach, w tym w probkach jajek. Do fazy organicznej uzyskanej po ekstrakcji dodano
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lodowaty kwas octowy, a powstala mieszaning przeniesiono na kolumienke Strata SCX,
ktérg uprzednio kondycjonowano n-heksanem oraz mieszaning kwasu octowego
w chloroformie i acetonie. Po naniesieniu probki kolumienke przemywano woda,
a nastgpnie metanolem. Sulfonamidy eluowano za pomoca mieszaniny metanolu

1 amoniaku (97,5:2,5, v/v).

W literaturze znajdziemy rowniez przyktad zastosowania kolumienek CI18 do
oznaczania 141 pozostatosci lekow weterynaryjnych z 18 réznych klas. Po ekstrakcji
z uzyciem mieszaniny acetonitrylu z woda, supernatant przepuszczano przez kolumienki
C18, ktore wezesniej kondycjonowano mieszaning acetonitrylu i wody (80:20, v/v). Po

naniesieniu probki ekstrakt zbierano i odparowywano [122].

Kolumienki MIP s3 coraz cz¢éciej wykorzystywane do analizy antybiotykow
w réznych matrycach. Przykladem jest zastosowanie kolumienek MIP w potaczeniu
z wysokosprawng chromatografig cieczowa z detekcja UV (HPLC-UV) do oznaczania
trzech sulfonamidoéw: sulfametazyny, sulfamerazyny i sulfatiazolu w probkach migsa
wieprzowego i1 drobiowego. Ta technika pozwala na selektywne wyodrebnienie
1 precyzyjne oznaczenie stezen tych sulfonamidow [123]. Innym przykladem
zastosowania MIP jest analiza sulfamerazyny w wodzie stawowej 1 r6znych gatunkach
ryb [102]. Kolejny przyklad to zastosowanie polimeréw odciskanych molekularnie
do oznaczania spiramycyny w mleku owczym [124]. MIP wykorzystane byty takze
do analizy  antybiotykéw  fluorochinolonowych, takich jak  norfloksacyna,
ciprofloksacyna, danofloksacyna oraz enrofloksacyna w wodach $rodowiskowych
1 probkach moczu. Dzigki ich selektywno$ci mozliwe bylo wykrywanie i oznaczanie tych

substancji nawet w obecnos$ci innych zanieczyszczen [125].

W literaturze mozna znalez¢ przyklady zastosowania immunosorbentow
do analizy antybiotykoéw. W jednym 2z badan zastosowano immunosorbenty
z przeciwciatami do selektywnej ekstrakcji 1 oczyszczania 10 chinolondw, takich jak
marbofloksacyna, norfloksacyna, ciprofloksacyna, lomefloksacyna, danofloksacyna,
enrofloksacyna, difloksacyna, sarafloksacyna, kwas oksolinowy i flumechina, z migéni
kurczaka, a nastgpnie przeprowadzono oznaczanie za pomoca HPLC [126]. Inny przyktad
obejmuje wykorzystanie immunosorbentow z szerokospecyficznymi przeciwcialami
do jednoczesnej  ekstrakcji 1 oczyszczania  antybiotykdw  chinolonowych

i sulfonamidowych z tkanek mig$ni zwierzat. W tym badaniu immunosorbenty uzyto
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do analizy ro6znych antybiotykéw, takich jak enrofloksacyna, ciprofloksacyna,
norfloksacyna, flumechina, pefloksacyna metanosulfonian, sarafloksacyna, difloksacyna,
ofloksacyna, lomefloksacyna, enoksacyna, danofloksacyna, kwas oksolinowy,
marbofloksacyna oraz sulfonamidow takich jak sulfametoksazol, sulfadiazyna,

sulfapirydyna, sulfatiazol, sulfametizol i sulfamonometoksyna [127].

Podsumowujac, zastosowanie metod SPE (Solid-Phase Extraction) oraz
roznorodno$¢ dostepnych sorbentdow, takich jak np. kolumienki Oasis HLB, Strata-X,
Strata SCX, C18 czy MIP, umozliwiaja skuteczng ekstrakcje i oczyszczanie roznych
antybiotykdw w wielu matrycach. Ze wzgledu na swoja wszechstronno$¢ i zdolnos$¢ do
selektywnego wyodrebniania analitow, metody SPE zyskuja na znaczeniu 1 staja si¢

nieodzownym elementem w analizie pozostalo$ci antybiotykow.

3.2. Wykrywanie i oznaczanie antybiotykdéw: techniki analityczne

Po zakonczeniu proceséw ekstrakcji i oczyszczania, kolejnym i kluczowym
etapem jest analiza probek w celu wykrycia obecnos$ci antybiotykéw oraz okreslenia ich
stezen. Ze wzgledu na zroznicowane wilasciwosci fizykochemiczne antybiotykow,
konieczne jest zastosowanie odpowiednich technik analitycznych, aby zapewni¢ ich

identyfikacj¢ oraz iloSciowe oznaczenie w badanych probkach.

Metody wykrywania pozostatosci antybiotykéw w zywnoS$ci dzielg si¢ na dwie
gtowne grupy. Pierwsza obejmuje metody przesiewowe, ktore szybko wykrywaja
obecnos¢ antybiotykéw (metody mikrobiologiczne, szybkie zestawy testowe). Cho¢
metody te nie dostarczaja doktadnych wynikow ilosciowych, ich zaleta sg szybkos¢ oraz
niskie zuzycie odczynnikow. Dzieki temu sg tanie i tatwe do przeprowadzenia, co
umozliwia wstepng selekcje probek 1 zmniejsza potrzebe stosowania bardziej

zaawansowanych analiz [128].

Druga kategoria obejmuje metody iloSciowe i/lub potwierdzajace, ktore
umozliwiajg jednoznaczng identyfikacje antybiotykow oraz okreslenie ich stezenia
w badanej probce [128]. Do tej grupy nalezg techniki chromatograficzne, takie jak
chromatografia cieczowa, ktora moze by¢ stosowana z réznymi typami detektorow,
w tym detektorem ultrafioletowym (UV) [123, 129, 130], z matryca diodowa (UV-DAD)
[23, 131], detektorem fluorescencyjnym (FLD) [64, 126, 132-138] oraz spektrometrig

mas (MS), a takze chromatografia gazowa w potaczeniu ze spektrometria mas [117, 139].

52



WSTEP TEORETYCZNY

Najczgsciej stosowang metoda ilosciowa 1 potwierdzajaca w analizie
antybiotykdbw w zywnosci pochodzenia zwierzgcego jest potaczenie chromatografii

cieczowej ze spektrometrig mas (LC-MS).

W technice LC-MS mozemy zastosowaé liczne rozwigzania, takie jak rézne
zrédta jonow, analizatory mas oraz tryby akwizycji danych. Dodatkowo mozliwe jest
wykorzystanie roznorodnych kolumn chromatograficznych oraz dostosowanie innych
parametrow instrumentalnych w zaleznos$ci od specyficznych wymagan analizowanych

zwiazkow [140].

Elektrosprej (ESI), czyli jonizacja typu elektrorozpylanie, jest jednym
z najpowszechniej uzywanych zrodet jonow (tryb jondw dodatnich, jak i ujemnych).
Technika ta jest stosowana zaré6wno do oznaczania matych czasteczek, jak i duzych
biomolekut o masie przekraczajacej 1000 Da. W ESI proces jonizacji zachodzi w fazie
cieklej, a jony z roztworu sa przenoszone do fazy gazowej poprzez odparowanie.
Kluczowym elementem procesu jest przytozenie napiecia w zakresie 3—6 kV pomiedzy
kapilarag, przez ktora przeptywa roztwor, a elektroda, co powoduje tworzenie
natadowanych kropel. Ciecz zostaje rozbita na drobne krople, co jest wspomagane przez
zastosowanie gazu suszacego oraz nebulizujacego, np. azotu. ESI charakteryzuje si¢
fagodnymi warunkami, dzigki czemu idealnie nadaje si¢ do oznaczania zwigzkow

nietrwalych 1 wrazliwych na cieplo [141].

Jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym (APCI) to popularna
technika jonizacji w LC-MS, stosowana do analizy matych czasteczek (do 1500 Da) bez
koniecznosci ich derywatyzacji. W APCI jonizacja zachodzi w fazie gazowej pod
ci$nieniem atmosferycznym, w wyniku oddzialywan z wytadowaniami elektrody. Probka
ciekta jest rozpylana za pomoca wysokiej temperatury i gazu, np. azotu, ktéry ulega
jonizacji 1 reaguje z czasteczkami analitu, tworzac jony. APCI jest skuteczna
Ww oznaczaniu zwigzkow rozpuszczalnych w niepolarnych rozpuszczalnikach 1 sprawdza

si¢ przy zwiazkach odpornych na wysoka temperaturg [142].

W spektrometrii mas stosuje si¢ rozne analizatory mas. Coraz wigksze znaczenie
zyskuja wysokorozdzielcze analizatory mas (HRMS) takie jak Orbitrap [52, 84, 89, 90,
143], analizator czasu przelotu TOF [47, 82, 119, 122] oraz Q-TOF [66, 144]. Uktady
tandemowych spektrometrow mas (MS/MS), ktore zawieraja dwa analizatory i komorg

kolizyjng (potrdjny kwadrupol QqQ), sa najczesciej wykorzystywane w oznaczaniu
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pozostatosci antybiotykow w zywnosci [48, 50, 51, 53-62, 65, 67, 77-81, 86-88, 91-93,
102, 104-116, 118, 120, 121, 145, 146]. Liczne przyktady wskazuja na to, ze LC-MS/MS
jest kluczowag technika do wykrywania oraz iloSciowego oznaczania pozostatosci

antybiotykow w zywnosci [147].
W spektrometrii mas wyrozniamy rézne tryby akwizycji danych:

e tryb pelnego skanowania (Full Scan) [148],

e monitorowanie wybranych jonow (SIM — Selected Ion Monitoring) [149],

e monitorowanie wybranych reakcji (MRM — Multiple Reaction
Monitoring) [150],

e monitorowanie wybranych reakcji (SRM — Selected Reaction Monitoring)

[151].

Szczegblnie waznym elementem w iloSciowym oznaczaniu antybiotykow
w zZywnosci jest tryb monitorowania wybranych reakcji. W trybie MRM mozliwe jest
jednoczesne monitorowanie wielu jonéw prekursora oraz produktow ich fragmentacji
jednocze$nie, co pozwala na analize¢ duzej liczby substancji w jednym cyklu
pomiarowym. Dodatkowo, zdefiniowanie wiecej niz jednego jonu fragmentacyjnego
w analizatorze Q3 zwigksza pewno$¢ detekcji 1 identyfikacji poszukiwanych substancji
[142]. W trybie MRM pierwszy kwadrupol (Q1) selekcjonuje jony prekursora
o okreslonej warto$ci m/z, ktére nastgpnie ulegaja fragmentacji w komorze kolizyjnej
(Q2) w obecnosci gazu kolizyjnego (argon lub azot). Trzeci kwadrupol (Q3) selektywnie
przepuszcza jony produktéw o okreslonych wartosciach m/z. Ta wysoka selektywnos¢
umozliwia precyzyjng detekcje zwigzkéw w ztozonych matrycach, takich jak zywnos$¢

[152].

W analizach LC-MS/MS stosuje si¢ rdzne techniki chromatograficzne, takie jak
HPLC (wysokosprawna chromatografia cieczowa), UHPLC (ultrawysokosprawna
chromatografia cieczowa) oraz UPLC (ultrasprawna chromatografia cieczowa), ktore
réznig si¢ migdzy sobg nie tylko ci$nieniem pracy, ale takze rodzajem stosowanych
kolumn. Kolumny w UHPLC 1 UPLC charakteryzuja si¢ mniejsza $rednicg czastek
wypehiajacych, co umozliwia lepsza separacje 1 szybsze analizy w poréwnaniu

do klasycznych kolumn HPLC [140].
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Kolumny chromatograficzne ro6znig si¢ rodzajem fazy stacjonarnej, a wybor
odpowiedniej zalezy od oznaczanych zwigzkoéw. Najczesciej stosowane sg kolumny typu
C18 (faza odwrbcona), ktore sa efektywne w rozdzieleniu zwigzkow niepolarnych
1 umiarkowanie polarnych. Kolumny C8, dzigki krotszym tancuchom weglowodorowym,
lepiej nadaja si¢ do rozdzielania substancji o nizszej polarnosci. Kolumny HILIC
sprawdzaja si¢ w rozdzielaniu zwigzkow polarnych. Kolumny HSS C18, HSS T3 oraz
BEH C18 s3 czesto stosowane w technikach wysokocisnieniowych, takich jak UPLC.
Kolumny HSS C18 charakteryzuja si¢ wysoka wytrzymatos$cig i stabilnoscig w trudnych
warunkach, natomiast HSS T3 zapewniajg lepsza retencje zwigzkdéw o szerokim zakresie
polarno$ci. Kolumny BEH C18 oferuja doskonata stabilno$¢ chemiczng i termicznag, co

pozwala na prace w szerokim zakresie pH [153, 154].

Tabela 5 zawiera przyktady przygotowania probek (oczyszczanie, ekstrakcja),
zastosowanej techniki analitycznej, w tym kolumn chromatograficznych i fazy ruchome;j,

oraz sprzetu uzytego w analizie.

Tabela 5. Przyklady metodyk przygotowania probek, zastosowanych kolumn chromatograficznych, faz ruchomych
oraz sprzetu analitycznego

Antybiotyki Matryca Przygotowanie probki Technika
analityczna
Penicyliny Tkanka Probki (2 g) zhomogenizowano w buforze LC-MS/MS [155]
mig$niowa fosforanowym (2 ml, 200 mM, pH 6,0). Dodano (ESI-)
inerki standard wewnetrzny, inkubowano (30 min, temp.
wieprzowe pokojowa), dodano bufor fosforanowy (40 ml, 100
mM, pH 8,0), mieszano (30 s), dodano piperydyne
(300 pl), mieszano (5 min), dodano kwas fosforowy
(100 pl), mieszano, ogrzewano w tazni wodnej (85°C,
5 min), schtodzono. Probki odwirowano (2700xg, 10
min). Supernatanty przefiltrowano przez wat¢ do Faza ruchoma
probowek. Oczyszczono na kolumienkach Oasis®  Gradient:
HLB (60 mg, 3 cm?), kondycjonowano (2 ml MeOH, A: 0,2% kwas
2 ml H>O i 2 ml buforu fosforanowego 100 mM, pH mrowkowy w
8,0). Probki naniesiono (10 ml) i nastgpnie przemyto H,O
(2x2 ml H»0), wysuszono, eluowano (3 ml B:0,2% kwas
MeOH/H,0; 80/20, v/v). Odparowano (do sucha, mréwkowy w
60°C w strumieniu azotu) i rozpuszczono ponownie ~ MeCN/H,O
(500 pl, 2% MeCN). (971, v/v)

Kolumna
Waters
Symmetry Cig
(3.0 x 150 mm,;
5 um)

Mleko  Zostala zastosowana metoda dla tkanek wieprzowych
z kilkoma modyfikacjami. Do probek mleka (4 g)
dodano standardy wewngtrzne. Dodano bufor
fosforanowy (40 ml, 100 mM, pH 8,0), mieszano (30
s), dodano piperydyne (300 pl), mieszano (5 min),
dodano kwas fosforowy (100 pl), mieszano. Probki
odwirowano (2700%g, 10 min). Supernatanty
przefiltrowano przez wate do probowek. Po
kondycjonowaniu  kolumienek SPE naniesiono
ekstrakt (20 ml). Ostateczny osad rozpuszczono w 2%
MeOH (200 pl).

55



B-laktamy

Aminogliko-
zydy
B-laktamy
Linkozamidy
Makrolidy

Fluoro-
chinolony

Sulfonamidy
Tetracykliny

Fluoro-
chinolony

Penicyliny
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ryny
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krowie
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MIP (100 mg) kondycjonowano (3 ml MeOH, 3 ml
H>0). Supernatant odizolowano i usuni¢to. Dodano
probki mleka (2 ml) oraz wodny roztwor kwasu
solnego (18 ml) o pH 5. Probke poddano
ultradzwigkom (5 min). Roztwor supernatantu
odrzucono. MIP-y przemyto H,O (3 ml). Antybiotyki
elucjonowano z MIP-6w (3x1 ml roztworu MeOH
z 5% kwasem octowym). Kazdy etap elucji poddano
ultradzwickom przez 30 s. Eluat potaczono oraz
odparowano (w strumieniu azotu w 40°C).
Pozostatos¢ rozpuszczono w 1 ml roztworu MeOH
z 0,1% kwasem mrowkowym. Eluat przefiltrowano
(0,45 um) 1 wstrzyknieto do systemu LC-MS/MS.

Probke (5 g) nawazono do probowki wirdwkowej,
dodano roztwor ekstrakeyjny (10 ml; wodny roztwor
2% kwasu trichlorooctowego z MeCN w stosunku
objetosciowym 1:1), mieszano przez 30 s. Nastepnie
probke wytrzasano przez 10 min. Odwirowano (3400
obr./min, 5 min). Supernatant przeniesiono do
probowki wiréwkowej, dodano heksan (5 ml),
mieszano (1 min), a nastgpnie odwirowano (2400
obr./min, 5 min). Warstwe heksanowag odrzucono.
Probke (200 pl) przeniesiono do probowki
wirowkowej 1 rozcienczono 10%  kwasem
mréwkowym (800 ul) w roztworze H20:MeCN (1:9,
v/v). Ekstrakt przefiltrowano przez nylonowy filtr
strzykawkowy (0,2 pm) i przeznaczono do analizy.

Probke (2 g) nawazono do probowki. Dodano 0,5 ml
roztworu fosforanowego 0,2M o pH 10. Probke
odwirowano, a  nastgpnie  przeprowadzono
oczyszczanie na SPE (wklady Oasis HLB).
Kolumienki kondycjonowano MeOH (1 ml), H,O
(1 ml) oraz roztworem fosforanowym 0,1M o pH 10
(1 ml). Naniesiono supernatant. Wktad przemyto H,O

LC-MS/MS
(ESI+)

Kolumna
Waters
Symmetry Cig
(150 mm x 4.6
mm, 5 um)

Faza ruchoma
Izokrat:
0,1% kwas
mréwkowy w
H,O:MeOH
(40:60, v/v)
LC-MS/MS
ESI +

Kolumna
SeQuant ZIC-
HILIC
(2.1 mm x 100
mm; 3.5 pm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: 50mM
mrowczan

amonu w H>O

(pH 2.5)
B: MeCN
LC-MS/MS
(ESI+)

UPLC-MS/MS

(ESI +)

Kolumna

(LC-MS/MS)

(3 ml). Anality eluowano MeOH (2 ml). Ekstrakt Agilent Zorbax

przekazano do analizy.
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Eclipse XDB-

C8 (5 um, 4.6 x

150 mm)
Prekolumna

Akady Kromasil

C8(4.6x 15
mm; 5 pm)

Kolumna

(UPLC-MS/MS)
Waters Acquity

UPLC BEH

Shield RP 18
(1.7 pm, 2.1
mm * 50 mm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy
w HzO

[156]
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B-laktamy

Cefalospo-
ryny

Penicyliny

mleko

Tkanka
migsniowa
wolowa

Tkanka
mig$niowa
wieprzowa,
wolowa,
drobiowa

WSTEP TEORETYCZNY

Probke mleka (2 ml) ekstrahowano z 4 ml MeCN. Do
probki dodano 1 ml MeCN i mieszano przez 10 s. Ten
krok powtdrzono jeszcze 3 razy. Mieszano przez 20
minut, dodano chlorek sodu (1g) i ponownie
mieszano przez 20 minut. Nastgpnie probke
odwirowano (5 minut, 5000xg, 5°C). Pobrano 1 ml
supernatantu do analizy LC-MS/MS.

Probke migsniowa (4 g) zhomogenizowano. Dodano
mieszaning standardu wewngtrznego, pozostawiono
w ciemnosci przez 30 minut. Dodano mieszaning
MeCN i H,O (15 ml; 80:20, v/v), mieszano przez 2
minuty, a nastgpnie odwirowano (5 minut, 3500
obr./min).

Oczyszczanie metoda QuEChERS: Do zestawow
SPE typu dyspersyjnego (150 mg sorbentu PSA, 150
mg sorbentu C18 oraz 900 mg MgS04) dodano
roztwory ekstraktu (10 ml), wytrzasano przez 5

B: 0,1% kwas
mréwkowy
w MeCN
LC-MS/MS
(ESI+)

Kolumna
Phenomenex
Synergy Cis (3.0
x 150 mm; 4
pm)
Prekolumna
Phenomenex
C1g (3.0 X 4.0
mm; 5 pm)

Faza ruchoma

A: 0,1% kwas

mrowkowy w

H20

B: 0,1% kwas

mrowkowy w
MeCN

LC-MS/MS

(ESI +)

Kolumna
Agilent
Technologies
Zorbax Eclipse
XDB-C8
(4.6 x 150 mm;
5 um)
Prekolumna

minut, a nastepnie odwirowano (5 minut, 3500 Akady Kromasil

obr./min). Zebrano 5 ml roztworu, ktoéry odparowano,
a nastepnie rozpuszczono w 200 pl H>O.

Oczyszczanie metoda SPE: Do  ekstraktu
acetonitrylowego dodano nasycony roztwor NaCl (4
ml), a nastepnie odparowano. Dodano roztwor
fosforanowy (pH 5) do uzyskania koncowej objetosci
30 ml. Wkiady ENV+ kondycjonowano: MeOH (2
ml), HO (2 ml) oraz roztwér fosforanu sodu
jednowodnego (2 ml, pH 5). Probke naniesiono na
wktad i przemyto roztworem fosforanowym (3 ml, pH
5) oraz H,O (1 ml). Elucjonowano mieszaning
MeCN, MeOH i H,O (4 ml; 45:45:10, v/v/v).
Nastepnie odparowano i rozpuszczono w 200 ul H,O.
Probki (4 g) zhomogenizowano i umieszczono
w probowkach wirdwkowych, dodano roztwory
penicylin i standard wewngtrzny. Dodano 2 ml H»O,
mieszano przez 1 minutg, dodano 20 ml MeCN
iponownie mieszano przez 1 minute. Nastepnie
probki odwirowano (5 minut, 3500 obr./min, 25°C).
Do ekstraktu acetonitrylowego dodano 2 ml
nasyconego roztworu NaCl, a nastgpnie odparowano
w strumieniu azotu. Dodano 25 ml buforu
fosforanowego (50mM, pH 5-8,5). Oczyszczanie
przeprowadzono za pomoca kolumny Isolute ENV+
(200 mg, 3 ml), ktora kondycjonowano MeOH (2 ml),
H,0 (2 ml) i buforem fosforanowym (2 ml, pH 5,0).
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C8 (4.6x15
mm; 5 pm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy w
H20
B: 0,1% kwas
mréwkowy w
MeCN

LC-MS/MS
(ESI+)

Kolumna
Agilent
Technologies
Zorbax Eclipse
XDB-C8
(4.6 x 150 mm)
precolumna

Akady Kromasil

C8 (4.5x20
mm)

[54]
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Penicyliny

Penicyliny
Cefalospo-
ryny

Penicyliny

B-laktamy

Tkanka
migsniowa
wolowa,
mleko
krowie

Mleko

Sum

Tkanka
mig$niowa
drobiowa

WSTEP TEORETYCZNY

Probki naniesiono na kolumng, a nastepnie przemyto
(3 ml buforu fosforanowego pH 5,0 oraz 1 ml H,O),
osuszono i eluowano (2 ml MeOH oraz 2 ml MeCN).
Nastepnie probki odparowano i rozpuszczono w 200
ul H,O, a na koniec odwirowano (13000 obr./min, 5
min).

Probki wolowiny (10 g) zhomogenizowano
1 zmieszano z roztworem aceton:acetonitryl (20 ml;
4:1, v/v). Do probki mleka (3 ml) dodano roztwor
aceton:acetonitryl (6 ml; 5:1, v/v). Nastepnie probki
odwirowano (4500 obr./min, 20 minut) i odparowano
(37°C w atmosferze azotu). Do probek dodano bufor
fosforanowy (1 ml, pH 8) oraz 100mmol/l bromek
tetrabutyloamoniowy (600 pl). Dodano nasycony
siarczan amonu oraz MeCN (2 ml), a objetos¢
uzupetniono do 10 ml H,O. Mieszano i pozostawiono
do catkowitego rozdzielenia faz. Gorng warstwe
bezposrednio wstrzyknigto do systemu HPLC.

Kondycjonowano kolumienki Oasis HLB (2 ml
MeOH, 2 ml H,O). Sorbent przeniesiono do szklanej
zlewki, dodano probke mleka (500 pl) oraz potowe
ilosci z tuby QuEChERS (125 mg), mieszano
iwstawiono do tazni ultradzwigkowej. Probke
przeniesiono do pustego zbiornika kolumienki SPE,
sprezono, osuszono pod préznig, przemyto (5 ml
wody z 7% acetonem), a nast¢pnie eluowano (1 ml
MeOH, 2 ml MeCN). Odparowano do sucha w
strumieniu  azotu w tazni wodnej (35°C).
Rozpuszczono w 500 pl H»O. Pobrano 20 pl
1 wstrzyknigto do systemu HPLC.

Probke (4 g) nawazono do 80 ml proboéwki. Dodano
20 ml MeCN:H,0O (9:1). Probke zhomogenizowano,

a nastgpnie przeprowadzono ekstrakcje na
wytrzasarce orbitalnej (5 minut). Probke odwirowano
(4000%g, 15 minut, w 4°C). Supernatant

przefiltrowano przez filtr nylonowy o porowatosci
0,45 pum. Przesacz (0,25 ml) potaczono z buforem
cytrynianowo-fosforanowym (4,75 ml, pH 7,6)
1 przefiltrowano przez filtr nylonowy o porowatosci
0,45 pm. Uzyto systemu on-line SPE. Wktady C18
kondycjonowano MeOH (2 ml; przeptyw 5 ml/min)
oraz H,O (2 ml; przeptyw 2 ml/min). Przesacz
rozcienczono w stosunku 1:100 i zaaplikowano (1 ml)
na wkiad C18. Anality eluowano (2,5 ml H,0).

Probki (2,5 g) zhomogenizowano i dodano standard
wewngetrzny (200 pl). Dodano roztwdr boranowy
(10 ml) oraz piperydyng (500 pl), wytrzasano (5 s)
i inkubowano w tazni wodnej (1 godzina, 60°C).
Nastepnie schtodzono (10 minut, temp. pokojowa).
Dodano n-heksan (10 ml) i po wytrzasaniu (5 minut)
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Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy w
H20
B: 0,1% kwas
mrowkowy w
MeCN
HPLC-PDA

Kolumna
Waters
Xbridge™ C18
(250 mm X 4.6
mm, 5 pm)

Faza ruchoma
Izokrat
(75:25, v/v)
A: Smmoll™!
bufor
fosforanowy
(pH 6.6)

B: MeCN
HPLC-PDA

Kolumna
MZ-

Analysentechnik

Inertsil ODS-3
(5 um, 250 x
4 mm)

Faza ruchoma
Gradient:

A: 0,05M octan

amonu
B: MeCN
On-line SPE
LC-MS/MS
(ESI -)

Kolumna
Phenomenex
Synergy Max
(150x4.6 mm;

4 pum)

Faza ruchoma
Gradient
A: 2mM

mrowczan

amonu i 0,1%

kwas

mréwkowy w

H,O
B: MeCN
LC-MS/MS
(ESI+)

Kolumna
Waters Acquity

UPLC CSH Cis
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B-laktamy

B-laktamy

Fluorochino-
lony

B-laktamy

Mleko
owcze

Mileko
krowie

Mleko
krowie

WSTEP TEORETYCZNY

probke odwirowano (3500xg, 15 minut). Warstwe
wodng  przeniesiono do  czystej probowki
i zneutralizowano (pH 7,2) za pomoca kwasu
octowego (25%) i/lub amoniaku (2,5%). Kolumienki
SPE Phenomenex Strata-X (200 mg, 6 ml)
wykondycjonowano (5 ml MeOH, 5 ml H,O). Probki
naniesiono na kolumienki i przemyto (5 ml
MeOH/H;0; 1:9, v/v), osuszono (5 minut), eluowano
(5 ml MeOH/MeCN; 50:50, v/v). Probki odparowano
(45°C) 1 rozpuszczono ponownie w 500 pl 1%
roztworu piperydyny w wodzie.

Probki (5 ml) zhomogenizowano i przeniesiono do
probowki. Dodano MeCN (5 ml), mieszano przez
1 minutg. Probki odwirowano (3500 obr./min, 20
minut, 4°C). Supernatant przefiltrowano przez filtr
strzykawkowy (0,45 pm, Millex-HN). Kolumienki
SPE C18 Spe-ed kondycjonowano (5 ml MeCN, 5 ml
H,0, kazda z faz przepuszczana dwukrotnie pod
proznig przez 15 s). Eluowano (2x3 ml mieszaniny
buforu fosforanowego pH 3,4 i1 MeCN, 30:70, v/v)
Odparowano i rozpuszczono w 500 pl dejonizowanej
H,0O. Pobrano 100 pl do analizy.

Probke (2 ml) umieszczono w probéwce wirdwkowe;j
Anality ekstrahowano 4 ml MeCN, dodajac go
w trzech etapach (2 ml, 1 ml, 1 ml) i recznie
mieszajac. Probki umieszczono w  poziomym
mieszalniku na 15 minut. Nastepnie odwirowano
(5 minut, 4000xg, 5°C). Supernatant przeniesiono do
probowki zawierajacej C18 (w iloSci co najmniej
100 mg). Probowki mieszano (15 s), a nastepnie
odwirowano (5 minut, 4000xg). Supernatant
przeniesiono do czystej probowki i schtodzono
w zamrazarce (-17°C, 20 minut). Probowki ponownie
odwirowano (10 minut, 4000xg, 0°C). Supernatant
przeniesiono do probowki i odparowano w tazni
wodnej (<45°C) w strumieniu azotu. Objetosé
rozpuszczalnika zredukowano do okoto 500 pl.
Koncowa objetos$é roztworu wynosita 1 ml (uzyskana
poprzez dodanie dejonizowanej wody). Ekstrakt
przeniesiono do fiolki HPLC.

Probki mleka poddano liofilizacji. Probki (1 g)
zmieszano z roztworem standardowym wzorcow.
Dodano bufor cytrynianowo-fosforanowy (3 ml, pH
6) 1 mieszano przez 1 minute. Nastepnie dodano
mieszaning MeCN:MeOH (12 ml, 70:30; v/v),
mieszano (2 minuty), sonikowano przez 20 minut, a
nastepnie odwirowano (3 minuty, 4109x%g).
Supernatant przeniesiono do probowki zawierajacej
300 mg sorbentu dyspersyjnego (PSA) oraz 900 mg
bezwodnego MgSOs, wytrzasano (1 minuta),
ponownie odwirowano (1 minuta, 4109xg). Ekstrakt
odparowano do sucha (40°C) i rozpuszczono w 1 ml
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(2.1x100 mm,
1.7 um)

Faza ruchoma
Gradient:
A:0,0032 %
amoniaku w
H,O
B:0,0032 %
amoniaku w
H,O/MeCN
(1:9, v/v)
HPLC-DAD

Kolumna
Scharlau
Supelcosil LC
18 DB 5 um (15
cm X 4.6 mm)

Faza ruchoma
Gradient:
A:25mM

buforu
fosforanowego
(pH 3.4)
B: MeCN
LC-MS/MS
(ESI+)

Kolumna
Angela
Technologies
DuraShell RP
(C18,100x 2.1
mm, 3 pm,
150A)
Prekolumna
Phenomenex
C18(4x3.0
mm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy
w Hzo
B: 0,1% kwas
mrowkowy
w MeOH
UHPLC-
MS/MS
(ESI+)

Kolumna
Waters Acquity
UPLC BEH™
C18 (1.7 um;
2.1 x 100 mm)

Faza ruchoma
Gradient:

[131]
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[164]



Cefalospo-
ryny

B-laktamy

B-laktamy
Diamino-
pirymidyny
Linkozamidy
Makrolidy
Pleuromu-
tyliny
Fluorochino-
lony

Sulfonamidy
Tetracykliny

B-laktamy

Mileko

Tkanka
migsniowa
wieprzowa

Tkanka
migsniowa

Tkanka
miesniowa
wolowa

WSTEP TEORETYCZNY

mieszaniny roztworu mrowczanu amonu (S0mM, pH
4) i MeOH (80:20; v/v). Odwirowano (15 minut,
16300xg) i wstrzyknigto do systemu LC.

Probki mleka (30 g) odwirowano (30 minut, 10800xg,
35°C). Z odttuszczonego mleka (frakcja srodkowa)
pobrano 1 g i rozcienczono do 10 ml w 0,05 M
buforze fosforanowym (pH 7,5). MIP-y (20 mg)
zatadowano do wktadow do ekstrakcji SPE. Wktady
kondycjonowano (10 ml MeOH i 10 ml buforu
fosforanowego 0,05M o pH 7,5). Probki (10 ml)
naniesiono na wklady i1 przepuszczono przez nie
(staty przeptyw 0,50 ml/min). Wktady przeptukano (5
ml mieszaniny MeOH i buforu HEPES 0,1 M, pH 7,5;
2:98 v/v). Anality eluowano (1 ml mieszaniny MeOH
zawierajacego 0,1% kwas trifluorooctowy). Pobrano
200 pl i rozcienczono (800 pul H,O). Przekazano do
analizy.

Probke (2 g) zhomogenizowano. Sorbent (Oasis
HLB) wstepnie kondycjonowano (10 ml MeCN, H,O,
5 ml 2% roztworu NaCl). Do probki dodano sorbent
(3 g) wymieszano 1 przeniesiono do szklanej
kolumny. Kolumng przemyto (6 ml n-heksanu).
Anality eluowano (8 ml MeCN i H,O, oba roztwory
zawieraty 0,1% kwasu mréwkowego; 50:50). Dodano
octan etylu (6 ml), mieszano przez 1 minute.
Nastepnie probke odwirowano (3000xg; 10 minut).
Proces ten powtorzono dwukrotnie. Supernatant
osuszono (50°C). Pozostatos¢ rozpuszczono w 2 ml
mieszaniny MeCN i H,O (10:90, v/v).

Do probki (0,5 g) dodano 0,1M EDTA (100 pl).
Tkanke mie$niowa ekstrahowano mieszaning MeCN
i H O (3 ml, 80/20, v/v). Probke wytrzasano
i odwirowano. Przeprowadzono drugg ekstrakcje
zuzyciem MeCN (3 ml). Zebrane ekstrakty
odparowano i rozpuszczono w 1,5 ml 0,2M octanu
amonu. Po odwirowaniu probke przekazano do
analizy.

Probki o masie (2 g) nawazono do probowek
wiréwkowych. Dodano 100 pl roztworu standardu
wewnetrznego oraz roztworu roboczego. Probki
pozostawiono na 15 minut. Dodano 1,9 ml H>O oraz
8 ml MeCN. Probki zhomogenizowano (20 s)
1 odwirowano (15 minut; 2842%g, 4°C). Supernatant
przeniesiono do probowki zawierajacej 500 mg
sorbentu C18, mieszano (40 s), a nastepnie
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A: mrowczan
amonu 50mM,
pH 4
B: MeOH
UHPLC-
MS/MS
(ESI+)

Kolumna
Waters Acquity
UPLC BEH™
C18 (1.7 pm;
1.0 x 150 mm)
Faza ruchoma

Izokrat:
H,O : MeCN :

HCOOH (74,9 :

25:0,1; v/v/v)

UPLC-MS/MS
(ESI +)

Kolumna
ACQUITY
UPLC HSS T3
Cig
(1.7 mm, 2.1 x
100 mm)

Faza ruchoma
Gradient:

A: 0,1% kwas
mrowkowy w
H,O
B: 0,1% kwas
mrowkowy w
MeCN
LC-HRMS/MS
ESI+

Kolumna
Agilent
Technologies
Poroshell 120
EC-C18 (100 x
3.0 mm; 2.7
pm)
Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mréowkowy w
H,0
B: MeOH
UHPLC-
MS/MS
ESI +

Kolumna
CHS Cis (2.1 x
100 mm, 1.7

pm)
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B-laktamy

B-laktamy

Fluorochino-
lony

Linkomy-
cyna
Makrolidy
Sulfonamidy
Tetracykliny

Penicyliny
Cefalospo-
ryny
Fluorochino-
lony

Tetracykliny
Linkomy-
cyna
Sulfonamidy
Makrolidy

Trimetoprim

Tkanka
migsniowa
kurczaka

Ryby,
krewetki,
wegorze

Tkanka
migsniowa,
mocz
od $wini
(tuczniki)

WSTEP TEORETYCZNY

odwirowano (15 minut, 2842xg, 4°C) i odparowano
w strumieniu azotu (40°C). Koncowa objetosé
uzupetniono woda do 1 ml. Ekstrakty przefiltrowano
przez filtry strzykawkowe PTFE (0,2 pum). Ekstrakt
przeniesiono do fiolek autosamplera.

Probki tkanki (2 g) umieszczono w probowkach
ekstrakcyjnych ~ QuEChERS, dodano MeCN
zawierajacy 0,1% kwasu mrowkowego (15 ml),
wytrzasano 1 odwirowano (3000xg, 10 minut).
Warstwe acetonitrylu przeniesiono do probowki
oczyszczajacej QUEChERS, wytrzasano i ponownie
odwirowano (3000xg, S5 minut). Supernatant
przeniesiono do szklanej probowki i odparowano do
sucha w strumieniu azotu. Rozpuszczono ponownie w
2 ml mieszaniny MeCN:H>O (10:90, v/v). Otrzymany
roztwor przefiltrowano przez nylonowa membrang
(0,22 um) i poddano analizie.

Tkanke (2 g) umieszczono w probowce. Dodano
mieszaning wzorcow, pozostawiono na 5 minut.
Tkanke ekstrahowano za pomoca 8 ml 0,2% kwasu p-
toluenosulfonowego jednowodnego i 2% lodowatego
kwasu octowego w acetonitrylu. Mieszano vortexem
(30 min, 2500 obr./min), nastgpnie odwirowano (7
min, 4°C, min). Ekstrakt (3 ml) przeniesiono na
kolumienki Oasis PRiME HLB 6 cc (200 mg). Probki
przepuszczono przez wklady, a pozostaly ekstrakt
odparowano prawie do sucha (N, 55°C). Ekstrakt
rozpuszczono w 400 pl 10% acetonitrylu w wodzie
(v/v). 300 pl ekstraktu przeniesiono do fiolki
autosamplera.

Mocz: probke (5 ml) odwirowano (2500xg, 4°C,
5 min). Kolumienki Oasis HLB (3 ml, 60 mg)
kondycjonowano (3 ml MeOH, 3 ml 0,5 M HCI, 3 ml
H>0). Probki naniesiono na wkiady, ktore nastgpnie
przemyto (3 ml H>O; 3 ml mieszaniny MeOH:H,O
20:80, v/v). Anality eluowano (5 ml MeOH), a eluat
odparowano do sucha. Ekstrakt rozpuszczono
ponownie w 200 pl mieszaniny MeOH:H»O, 10:90,
v/v.

Migsnie: probke (I g) wzbogacono standardem.
Anality ekstrahowano (5 ml buforu Mcllvaine’a,
pH 4). Dodano kwas trichlorooctowy (100 pl, 20%),
probke mieszano, sonikowano (10 min), a nastgpnie
odwirowano (2500xg, 4°C, 10 min). Supernatant
przeniesiono do proboéwki i odttuszczono (2 x 3 ml n-
heksanu). Warstwe n-heksanowa usuwano po kazdym
odwirowaniu (2500xg, 5 min). Probke¢ oczyszczono i
ekstrahowano pod proznia na wktadach Oasis HLB.
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Faza ruchoma
Gradient:

A: 0,01% kwas
mrowkowy i
0,2mM octan
amonu w H,O

B: 0,01% kwas
mréwkowy w

MeCN
UPLC-Q-
Orbitrap-MS
(ESI+)

Kolumna
Waters HSS T3
Cis (1.7 pwm,
2.1x 100 mm)

Faza ruchoma
Gradient:
A:0,1% kwas
mrowkowy w
H,O
B: 0,1% kwas
mrowkowy w
MeCN
LC-Q-Orbitrap
HRMS
(HESI +)

Kolumna

Supelco

Ascentis
Express C18
(7.5cm x 2.1
mm, 2.7 pm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy w
)5010)

B: MeCN
HPLC-MS/MS
(ESI +/-)

Kolumna
Synergi Hydro-
RP
(150 x 2.0 mm,
4 pum)
prekolumna
Phonomenex
C18 (4x3.0mm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy w
H,O
B: MeOH
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B-laktamy

Aminogliko-
zydy
B-laktamy
Makrolidy

Fluorochino-
lony

Sulfonamidy
Tetracykliny

B-laktamy

WSTEP TEORETYCZNY

Wktady kondycjonowano (3 ml MeOH, 3 ml H>O).

Probki naniesiono na wkiady, ktére nastepnie

przemyto (2 x 3 ml mieszaniny MeOH:H»O, 5:95,

v/v). Anality eluowano (5 ml MeOH), przeniesiono

do proboéwki i odparowano do sucha. Ekstrakt

rozpuszczono ponownie w 200 upl mieszaniny

MeOH:H,0, 10:90, v/v.

Jaja, surowe Probki (1 g) nawazono do probowek (50 ml). Dodano

mleko, bufor fosforanowy (15 ml, 500mM, pH 9,2). Probki

przetwory zhomogenizowano za pomoca ceramicznego miksera.

mleczne, Wytrzasano mechanicznie przez 3 minuty. Nastepnie

mleko  dodano MeCN (30 ml) i ponownie wytrzasano przez

modyfiko- 1,5 minuty. Dodano mieszaniny soli QUEChERS i

wane, wytrzagsano przez kolejne 3 minuty. Probki

produkty na odwirowano (10 minut, 4000xg, temp. pokojowa).

bazie migsa Supernatanty (8 ml) przeniesiono do probowek (15

iryb, ml) zawierajacych dyspersyjne sorbenty SPE.

wtym Probowki wytrzasano (1,5 min), a nastgpnie

zywno$¢ dla odwirowano (4000xg, S5 min, temp. pokojowa).

dzieci  Supernatanty (5 ml) odparowano w strumieniu azotu

(35°C), do objetos¢ 0,5 ml. Dodano wode (0,6 ml), a

nastepnie  mieszaning ponownie odparowano,

osiggajac koncowg objetos¢ 0,5 ml. Ekstrakty

przeniesiono do polipropylenowych probowek,

odwirowano (17000xg, 10 min, 4°C) i przefiltrowano

przez filtr PTFE (0,45 pm). Dalsza analiza zostala
przeprowadzona metoda LC-MS/MS.

Ryby  |Probke (2 g) nawazono do proboéwki wirowkowe;.
Dodano standard wewngtrzny (200 pl) oraz
dejonizowang wodg (800 pl). Probke mieszano (30 s)
i pozostawiono w temperaturze pokojowej na 10
minut. Nastepnie dodano 5% kwas trichlorooctowy (8
ml). Probke homogenizowano przez 20 sekund,
umieszczono na wytrzasarce (10 minut), a nastepnie
odwirowano (2700xg, 4°C, 12 minut). Ekstrakt
przefiltrowano przez membrang PVDF (4 pm) przed
analiza LC-MS/MS.

Surowe
mleko

Sorbent SPE kondycjonowano H,O (2 ml) i MeOH
(2 ml), a nastepnie przeniesiono do szklanej zlewki.
Dodano prébke mleka (500 pl), roztwor standardowy
antybiotykéw (500 pl) oraz 125 mg zawartosci tuby
QuEChERS. Przeprowadzono homogenizacje
zuzyciem sonikacji w tazni ultradzwigkowej
(10 minut). Probke przeniesiono do pustego wktadu
isprezono. Ztoze sorbentu przemyto dwukrotnie
(5 ml H2O z 1% acetonem). Anality eluowano (2 ml
MeOH). Probki przefiltrowano przez filtry
strzykawkowe PVDF (13 mm x 0,45 pm)
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LC-MS/MS
(ESI +/-)

Kolumna
prekolumna

Waters Acquity
BEH VanGuard

(2.1 x5 mm,
1.7pm)

Waters Acquity

BEH C18 (2.1
x100 mm, 1.7
pm)
Faza ruchoma
Gradient:
A: 0.5mM
mrowczanu
amonu i 0,1%
kwas
mrowkowy w
H,0O
B: 0,5mM
mrowczan
amonu i 0,1%
kwas
mrowkowy w
MeOH
LC-MS/MS
(ESI+)

Kolumna

Agilent Zorbax

Eclipse XDB
C18

(150 x 4.6 mm,

1.8 um)

Faza ruchoma
Gradient:
A:0,1%

HFBA
w wodzie
B: MeCN
HPLC-DAD

Kolumna
MZ-

Analysentechnik

Perfectsil
ODS-2
(5 pm, 250 x
4mm)

Faza ruchoma
Gradient:

[169]

(49,
67]

[170]



Fluorochino-
lony

Sulfonamidy
Tetracykliny
Makrolidy
B-laktamy
Aminogliko-
zydy
Linkomycyna

Tiamulina

B-laktamy
Diamino-
pirymidyny
Linkozamidy
Makrolidy
Pleuromu-
tyliny
Fluorochino-
lony
Sulfonamidy
Tetracykliny

Penicyliny
Cefalospo-
ryny
Makrolidy
Tetracykliny

Fluorochino-
lony

Sulfonamidy
Aminogliko-
zydy
Pleuromu-
tyliny
Diaminopiry-
midyny
Linkozamidy

B-laktamy

Tkanki
wotowe:
nerka,
watroba,
miegsnie

Tkanka
mig$niowa,
mleko

Piora
kurze

Migso,
nerki,
watroba,
boczek,

WSTEP TEORETYCZNY

iodparowano do sucha w
Pozostatosci rozpuszczono w 500 pl HoO. Otrzymane
probki (100 pl) przeniesiono do systemu HPLC.
Probki (2 g) nawazono, nastgpnie dodano mieszaning
MeCN i H,O (4/1; v/v; 10 ml). Wytrzasano 5 minut.
Probki odwirowano (4150 obr./min, 3 minuty,
temperatura pokojowa). 407 pl ekstraktu przeniesiono
do fiolki autosamplera. Dodano 273 pl wodnego
roztworu odczynnika 1-heptanosulfonianu
(146,5mM) oraz 50 pl mieszaniny MeCN i H>O (7/3,
v/v). Dalsza analiza zostata przeprowadzona metoda
LC-MS/MS.

Probki (1,5 g) nawazono do probowki. Do probek
z tkanka mie¢sniowa dodano 100 pl 0,1IM EDTA.
Probki ekstrahowano mieszaning MeCN i H>O (3 ml,
80/20, v/v). Prébki mleka ekstrahowano z uzyciem
0,1M EDTA (1 ml) oraz MeCN (3 ml). Obie matryce
poddano drugiej ekstrakcji z MeCN (3 ml). Probki
odwirowano, ekstrakty odparowano, a nastepnie
rozpuszczono w 1,5 ml roztworu octanu amonu
(0,2M). Do systemu LC wstrzyknigto 10 pl probki.

Probke (0,2 g) umieszczono w polipropylenowej
probowce i dodano standardy wewngtrzne. Dodano
1 ml 0,02M kwasu szczawiowego (pH 4). Probke
mieszano przez 3 minuty. Nastgpnie dodano 0,5 ml
0,1M Na,EDTA i mieszano przez kolejne 3 minuty.
Dodano 8 ml MeCN i wytrzgsano przez 30 minut.
Probke odwirowano (10 minut, 4200%g). Supernatant
przepuszczono przez kolumienki OASIS HLB, a
ekstrakty odparowano do sucha w atmosferze azotu
(40°C). Pozostatos¢ rozpuszczono w 0,025% HFBA
w wodzie (0,5 ml). Probki przefiltrowano przez filtr
PVDF (0,22 um). Nastepnie przeprowadzono analize¢
metodag UHPLC-MS/MS.

strumieniu  azotu. A: 0,05M octan

amonu
B: MeCN

LC-MS/MS
(ESI +/-)

Kolumna
Waters Acquity
HSS T3
(10 x 2.1mm,
1.8 um)

Faza ruchoma
Gradient:
A:0,1% kwas
mrowkowy w
H,O
B: 0,1% kwas
mrowkowy w
MeCN:MeOH
1:1 (viv)
LC-MC/MC
(ESI +)

Kolumna
Agilent
Poroshell 120
EC-C18
(3.0 x 100 mm;
2.7 pm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy w
H,O
B: MeOH
UHPLC-
MS/MS
(ESI+)

Kolumna
Agilent
ZORBAX
SB-C18
(50 mm x 2.1
mm x 1.8 pm)
Prekolumna
Phenomenex

octadecyl guard

(2 x 4 mm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: MeCN
B: 0,025%

HFBA w H,O

[171]

[167,
172,
173]

[174]

Opcja I: Probke (1 g), MeCN (2 g), NaCl (0,5 g) UHPLC-Q-TOF [175]

1EDTA (40 mg) wumieszczono w probowce
wirowkowej. Probki mieszano przez 5 minut
nastgpnie odwirowano (5 minut, 2700 obr./min)

mleko, jaja Warstwe acetonitrylu zebrano i odparowano do sucha

(40°C, N,). Pozostato$¢ rozpuszczono w MeOH
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Kolumna

> Waters Acquity
“ UPLC BEH C18

(30 x 2.1 mm)



Ceftiofur

Penicyliny
Cefalospo-
ryny
Makrolidy
Tetracykliny

Fluorochino-
lony

Sulfonamidy
Aminogliko-
zydy
Pleuromu-
tyliny
Diaminopiry-
midyny
Linkozamidy
B-laktamy
Makrolidy
Tetracykliny

Fluorochino-
lony

Sulfonamidy
Pleuromu-
tyliny
Linkozamidy

miod

Mleko,
tkanka
mig$niowa
wolowa,
wieprzowa
kurza

jaja

Mileko:

krowie,

owcze,
kozie

WSTEP TEORETYCZNY

(50 ul) 1 H,O (950 pl), mieszano przez 5 minut, a
nastepnie przefiltrowano przez filtr membranowy.

Opcja II: Probke miodu (1 g) rozpuszczono w H,O
(1 ml). Do probki dodano kwas bursztynowy (12 mg),
EDTA (40 mg) i H,O (2 ml), umieszczono
w probowce wirowkowej (15 ml) i wymieszano.
Dodano MeCN (2 ml) i siarczan amonu (2 mg),
mieszano przez 5 minut, a nastgpnie odwirowano
(5 minut przy 2700 obr./min). Warstwe acetonitrylu
zebrano i odparowano do sucha (40°C, N,). Do
pozostatosci dodano MeOH (50 pl) i H,O (950 pl),
mieszano przez 5 minut, a nastepnie przefiltrowano
przez filtr membranowy.

Probki mleka (10 g) zmieszano z mieszaning
wzorcow, dodano zakwaszony acetonitryl (4 ml,
pH4) i odwirowano (10 minut, 3000 obr./min).
Supernatant odparowano, a nast¢pnie rozpuszczono
w 10 ml H,O. Probki migéni (5 g) zmieszano
z mieszaning wzorcoéw, dodano MeCN (3 ml). Probki
wymieszano i odwirowano (10 minut, 3000 obr./min).
Supernatanty odparowano i rozpuszczono w H>O
(10 ml). MIP-y (120 mg) zaladowano do wkladow
SPE. Kolumienki kondycjonowano (10 ml MeOH,
10 ml H,O). Przygotowane wodne roztwory probek
(10 ml) naniesiono na wkiady i eluowano (1,5 ml
mieszaniny MeOH:H,O, 70:30, v/v). Eluaty
analizowano za pomocag HPLC-UV.

Nawazono probke (1,5 g) do polipropylenowe;j
proboéwki 1 wzbogacono standardem. Dodano 0,5 ml
0,1M Na;EDTA oraz mieszaning MeCN i H,O (4:1,
v/v; 3 ml) z 0,05% kwasem mréwkowym. Probke
wytrzasano i odwirowano. Supernatant przeniesiono
do probowki. Ekstrakcje powtoérzono z uzyciem
MeCN (3 ml), probke wytrzasano, odwirowano
isonikowano przez 10 minut. Supernatanty
polaczono i odparowano (40°C; N»). Pozostatosé
rozpuszczono w 1,5 ml 0,2M octanu amonu
i odwirowano (14000xg, 30 min, 4°C). Do systemu
LC-HRMS wstrzyknigto 5 pl probki.

Probke (1 g) umieszczono w probowce. Dodano
0,1 M EDTA (100 pl) oraz MeCN z 2% kwasem
mrowkowym (4 ml). Probke mieszano przez
30 sekund, a nastgpnie odwirowano (6000 obr./min,
5°C, 10 minut). Supernatant naniesiono na
kolumienki SPE Oasis HLB PRiME, ktory wczesniej
kondycjonowano (3 ml MeCN). Oczyszczony
ekstrakt (100 pl) przeniesiono do fiolki i
rozcienczono (900 ul roztworu 0,2M octanu amonu i
metanolu, 9:1, v/v).
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Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy
w HzO
B: 0,1% kwas
mrowkowy
w MeCN

HPLC-UV

Kolumna
C18
(4.6 x 150 mm)

Faza ruchoma
Izokrat:
acetonitryl :
0,2 % kwas
octowy w
wodzie
(30/70, v/v)

LC-Q-Orbitrap
HRMS

Kolumna
Agilent
Technologies
Poroshell 120
EC-C18 32k
(100 x 3 mm;
2.7 pm)

Faza ruchoma
[167]
Gradient:
A: 0,1% kwas
mréwkowy w
H20
B: MeOH

LC-Orbitrap-
HRMS

Kolumna
Agilent
Poroshell 120
EC-CI8
(100 x 3 mm;
2.7 pm)

Faza ruchoma
Gradient:
A: 0,1% kwas
mrowkowy w
H,O

[176]

[177]

[178]
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B: MeOH
B-laktamy Tkanka Probke (2 g) umieszczono w probéwce wirowkowe;j, LC-UV [179]
Makrolidy migSniowa wzbogacono wzorcami i wytrzagsano przez 1 minute.

. kurza  Pozostawiono na 20 min (temperatura pokojowa). Kolumna
Fluorochino- . . Phenomenex
oy Dodano rozpuszczalnik ekstrakcy]ny (10 ml, Hypersil BDS-

) MeCN:MeOH, 10:20, v/v), wymieszano, poddano SR m
Sulfonamidy sonikacji przez 15 minut i odwirowano (3500 K,

obr/min, 5 minut). Gérng warstwg supernatantu 100mm x 4 mm)

(I ml) przefiltrowano przez nylonowy filtr Faza ruchoma
strzykawkowy (0,2 pm) i odparowano do sucha w Izokrat:

temperaturze 35°C za pomoca wyparki rotacyjnej. 0,05M Na,HPO4
Pozostatos$¢ rozpuszczono w 1 ml MeOH. Probke (20 :MeCN : MeOH

ul) wstrzyknigto do systemu LC-UV. (70:10:20), pH 8
B-laktamy Tkanka Probke (1 g) umieszczono w polipropylenowej UPLC-MS/MS | [180]
migéniowa proboéwce  wirdwkowej. Dodano  mieszaning (EST+)

kurza, MeCN:H,O (12 ml, 75:25, v/v) i mieszano przez

produkty 3 minuty. Roztwdr odwirowano (5 minut, 10000 —I?hilglia
wodne, obr./min, 4°C), supernatant (9 ml) przeniesiono do ZORBg AX SB-

mleko oraz probowki zawierajacej 300 mg sorbentu C18. Probke Aq column
jaja mieszano vortexem przez 30 sekund i ponownie @ qu 150 mm
odwirowano (5 minut, 10000 obr./min, 4°C). *™ 3.5 um) ’

Supernatant (6 ml) przeniesiono do proboéwki
i odparowano do sucha w strumieniu azotu (40°C). Faza ruchoma
Pozostato§¢ rozpuszczono w 1 ml mieszaniny Gradient:
MeCN:0,1% kwas mrowkowy (1:9, v/v). Ekstrakt A: 0,4% kwas
mieszano (10 sekund), a nastgpnie przefiltrowano mréwkowy w
przez filtr strzykawkowy PTFE (0,2 pm). Przekazano H,O

do analizy UPLC-MS/MS. B: MeCN

W analizie zywnosci pochodzenia zwierzgcego, szczegdlnie pod katem
wykrywania pozostatosci antybiotykdéw, najczesciej stosuje sie technike LC-MS/MS.
Wynika to z jej zdolnosci do oznaczania stezen i identyfikacji wielu zwiazkow
w skomplikowanych matrycach (np. tkanka mig$niowa, midd, mleko, jaja). Dzieki
jednoczesnemu monitorowaniu jonéw prekursora i produktow ich fragmentacji, technika
ta charakteryzuje si¢ wysoka czutos$cig oraz selektywnos$cia, co umozliwia analiz¢ nawet
Sladowych ilosci antybiotykow. Z tego wzgledu LC-MS/MS stanowi standard
w laboratoriach zajmujacych si¢ monitorowaniem 1 kontrolowaniem zywnosci,
zapewniajac wysoki poziom bezpieczenstwa 1 jakosci produktéw pochodzenia

ZWierzecego.
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4. Cel pracy

Celem badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto opracowanie
i wdrozenie wielosktadnikowych procedur oznaczania pozostalosci antybiotykéw
w zywnosci pochodzenia zwierzgcego, z wykorzystaniem techniki chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas. Opracowane procedury mialy na celu
umozliwienie oznaczania antybiotykéw z rdéznych grup chemicznych, takich jak
tetracykliny, B-laktamy (penicyliny 1 cefalosporyny), makrolidy, linkozamidy,
pleuromutyliny, aminoglikozydy, sulfonamidy, fluorochinolony oraz diminopirymidyny,
w kluczowych matrycach. Zgodnie z obowigzujacymi dokumentami prawnymi,
wytypowano leki weterynaryjne oraz matryce, takie jak mig$nie, nerki, mleko, midd

1jaja, ktore miaty by¢ wdrozone do badan w Laboratorium Wojewodzkiego Inspektoratu

Weterynarii Tabela 6.
Tabela 6. Wytypowane antybiotyki i matryce
GRUPA ZWIAZKI MATRYCA
Tetracykliny oksytetracyklina chlorotetracyklina migsnie
4-epioksytetracyklina = 4-epichlorotetracyklina nerka
tetracyklina doksycyklina mleko
4-epitetracyklina jaja
miod
Linkozamidy linkomycyna migsnie
nerka
mleko
jaja
midd
Aminoglikozydy spektynomycyna paromomycyna miegsnie
streptomycyna neomycyna mleko
dihydrostreptomycyna = gentamycyna nerka
kanamycyna A
streptomycyna miod
Fluorochinolony marbofloksacyna sarafloksacyna migsnie
norfloksacyna difloksacyna nerka
ciprofloksacyna kwas oksolinowy mleko
danofloksacyna kwas nalidyksowy jaja
enrofloksacyna flumechina miod
Sulfonamidy sulfaguanidyna sulfadoksyna migsnie
sulfadiazyna sulfachinoksalina nerka
sulfametoksypiryda- sulfadimetoksyna mleko
zyna sulfametoksazol jaja
sulfametazyna sulfamerazyna miod
sulfatiazol
sulfamonometoksyna
sulfacetamid sulfisoksazol miod
sulfachloropiryda-zyna sulfachloropirazyna
sulfapirydyna
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B-laktamy amoksycylina cefapiryna miegsnie
ampicylina ceftiofur nerka
penicylina G cefkwinom mleko
penicylina V cefalonium jaja
oksacylina cefazolina
kloksacylina cefaleksyna
nafcylina cefoperazon
dikloksacylina

Makrolidy tylozyna tylmikozyna migénie
erytromycyna jozamycyna nerka
spiramycyna tulatromycyna mleko

jaja
tylozyna erytromycyna miod
Pleuromutyliny tiamulina migénie
jaja
Diaminopirymidyny = trimetoprim miegsnie
nerka
miod

Kluczowym etapem bylto dobranie technik ekstrakcji antybiotykéw, ktore
zapewnig skuteczng separacje analitow, minimalizacj¢ efektu matrycy oraz zwigkszenie
czulo$ci oznaczen. Przeprowadzono optymalizacje parametréw chromatograficznych

oraz warunkow detekcji w spektrometrii mas z zastosowaniem zrddta jonow ESI.

W ramach badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej zaplanowano
walidacj¢ opracowanych procedur oznaczania pozostato$ci antybiotykdw w zywnosci
pochodzenia zwierzgcego, zgodnie z wymogami normy EN/PN ISO 17025 oraz
Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808. Walidacja byta kluczowym
etapem w procesie wdrazania procedur i obejmowala szczegdétowa ocene kilku

kluczowych parametrow m.in.:

e decyzyjna warto$¢ graniczna — CCa

e zdolno$¢ wykrywania w badaniach przesiewowych — CCf
e powtarzalno$¢

e odtwarzalno$¢

e odporno$¢ metody

e odzysk

e cfekt matrycy

e niepewnos$¢ pomiaru.

Kolejnym celem bylo wdrozenie opracowanych procedur badawczych

w akredytowanym Laboratorium Wojewddzkiego Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu,
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co wymagalo uzyskania akredytacji w Polskim Centrum Akredytacji (PCA). Proces ten
obejmowal audyty wewnetrzne, zewnetrzne, a takze audyt Unii Europejskie;j,
weryfikujace zgodnos$¢ procedury z normg EN/PN ISO 17025 [181] oraz obowigzujacymi

regulacjami prawnymi w Polsce 1 Unii Europejskie;.
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5. Czes¢ doswiadczalna

5.1.Stosowany sprzet i wyposazenie laboratoryjne, odczynniki oraz wzorce

antybiotykéw
5.1.1. Sprzet i wyposazenie laboratoryjne

e Chromatograf cieczowy (Acquity UPLC H-Class) sprz¢zony
z tandemowym spektrometrem mas (LC-ESI-MS/MS) — Waters Xevo TQ

e Chromatograf cieczowy (Acquity UPLC I-Class) sprzezony
z tandemowym spektrometrem mas (LC-ESI-MS/MS) — Waters Xevo
TQ-XS

e Kolumna chromatograficzna Waters Acquity UPLC HSS C18; 1,8um;
2,1 x 100mm

e Filtr do kolumny chromarograficznej 0,2 um; 2,1 mm — Waters.

e Waga analityczna o dzialce elementarnej 0,0001 g — Radwag

e Waga laboratoryjna o dzialce elementarnej 0,001 g — Sartorius

e Wirowka z chtodzeniem — MPW

e Mieszadlo laboratoryjne typu Vortex — [IKA

o Wytrzgsarka laboratoryjna o ruchu posuwisto-zwrotnym — Heidolph

e Pipety automatyczne — Eppendorf

e Wyparka obrotowa — Heidolph

e Blok grzejny (zestaw do odparowywania w strumieniu azotu) — Cole-
Parmer

e Zestaw do ekstrakcji do fazy statej (SPE) z pompka prézniowa — J.T. Baker

e pH-metr—- WTW

e l.aznia ultradzwigkowa — Polsonic

e Urzadzenie do rozdrabniania probek (homogenizator, blender, maszynka
do mielenia mi¢sa)

e System do oczyszczania wody — ELGA LabWater

e Szklo laboratoryjne

e Probowki wirowkowe polipropylenowe

e Strzykawki 2 ml
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e Igty do strzykawek
e Filtry strzykawkowe (0,45 um, 13mm, PVDF)

5.1.2. Odczynniki

e Ultraczysta woda (18,2 MQ cm-1) byla wytwarzana na miejscu przy
uzyciu systemu do oczyszczania wody

e Acetonitryl do LC-MS (min. 99,95%) — Chemsolve, Polska

e Metanol do LC-MS (min. 99,95%) — Chemsolve, Polska

e Kwas trichlorooctowy — MERCK, Niemcy

e Kwas heptafluorobutylowy (HFBA) — Sigma-Aldrich, Stany Zjednoczone

o Kwas mrowkowy (98-100%), LC-MS - Sigma-Aldrich, Stany
Zjednoczone

e Kwas octowy 99-100%, LC-MS — Chemlab, Belgia

e Kwas szczawiowy — Chempur, Polska

e NaEDTA — Chempur, Polska

e Bezwodny siarczan magnezu — Chempur, Polska

e Wodorotlenek sodu czda — Chempur, Polska

e Octan sodu trihydrat — Chemsolve, Polska

e Kolumienki SPE Oasis HLB (200mg/6ml) — Waters, Stany Zjednoczone

e Kolumienki SPE Strata-X (100mg/6ml) — Phenomenex, Stany
Zjednoczone

e Kolumienki SPE SCX (500mg/3ml) — Phenomenex, Stany Zjednoczone
5.1.3. Substancje wzorcowe antybiotykow

Substancje wzorcowe byly zgodne z migdzynarodowymi normami, w tym ISO
17034 [182], ISO 17025 oraz ISO 9001[183]. Warunki ich przechowywania zostaty
zapewnione zgodnie z wymaganiami okreslonymi w certyfikatach dostawcow, aby
zagwarantowac stabilno$¢ 1 niezmienno$¢ wiasciwosci chemicznych oznaczanych

zwigzkow.
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o [-laktamy:

trihydrat amoksycyliny, so6l potasowa penicyliny G, sél potasowa penicyliny V,
monohydrat soli sodowej oksacyliny, monohydrat soli sodowej kloksacyliny, s61 sodowa
nafcyliny, monohydrat soli sodowej dikloksacyliny, siarczan cefkwinomu, sél sodowa

cefazoliny, monohydrat cefaleksyny — Dr. Ehrenstorfer, Niemcy

ampicylina, hydrat cefalonium, dwuwodny cefoperazon — Sigma-Aldrich, Stany

Zjednoczone
cefapiryna — Toronto Research Chemicals, Kanada
sol sodowa ceftiofuru — HPC Standards GmbH, Niemcy

e Aminoglikozydy:

dichlorowodorek pentahydrat spektynomycyny, siarczan streptomycyny, seskwisiarczan
dihydrostreptomycyny, siarczan kanamycyny, siarczan paromomycyny, siarczan

neomycyny, siarczan gentamycyny —Dr. Ehrenstorfer, Niemcy

e Makrolidy:

fosforan tylozyny, erytromycyna, spiramycyna, tylmikozyna, tulatromycyna A —

Dr. Ehrenstorfer, Niemcy
jozamycyna — Sigma-Aldrich, Stany Zjednoczone

e Fluorochinolony:

marbofloksacyna, norfloksacyna, ciprofloksacyna, danofloksacyna, enrofloksacyna,
chlorowodorek sarafloksacyny, chlorowodorek difloksacyny, kwas oksolinowy, kwas

nalidyksowy, flumechina — Dr. Ehrenstorfer, Niemcy

e Tetracykliny:

chlorowodorek oksytetracykliny, 4-epioksytetracyklina, chlorowodorek tetracykliny,
chlorowodorek 4-epitetracyklina, chlorowodorek chlorotetracykliny, chlorowodorek

4-epichlorotetracykliny — Dr. Ehrenstorfer, Niemcy

monohydrat doksycykliny — Glentham Life Sciences, Wielka Brytania
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e Linkozamidy:

chlorowodorek monohydrat linkomycyny — Dr. Ehrenstorfer, Niemcy

e Pleuromutyliny:

tiamulina — Dr. Ehrenstorfer, Niemcy

e Diaminopirymidyny:

trimetoprim — Dr. Ehrenstorfer, Niemcy

e Sulfonamidy:

sulfatiazol, sulfaguanidyna, sulfamerazyna, sulfadiazyna, sulfametazyna,
sulfametoksazol, sulfadoksyna, sulfadimetoksyna, sulfachinoksalina,
sulfametoksypirydazyna, sulfacetamid, sulfapirydyna, sulfisoksazol,

sulfachloropirydazyna, monohydrat soli sodowej sulfachloropirazyny, sulfametizol,

sulfafenazol (standard wewnetrzny) — Dr. Ehrenstorfer, Niemcy

sulfamonometoksyna — Sigma-Aldrich, Stany Zjednoczone
5.2. Przygotowanie roztworéw podstawowych antybiotykow

Przygotowano roztwory podstawowe o stezeniu 1000 pg/ml, uwzgledniajac

posta¢ chemiczng oraz czysto$¢ substancji okreslong w certyfikacie.

e Roztwory podstawowe B-laktamow

Dla amoksycyliny, ampicyliny, penicyliny G, penicyliny V, oksacyliny,
kloksacyliny, nafcyliny, dikloksacyliny, cefapiryny, cefkwinomu, cefazoliny, cefaleksyny
sporzadzono roztwor wzorcowy o stezeniu 1000 ng/ml, oddzielnie dla kazdego analitu.
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowe;j
1 uzupelniono mieszaning metanol : woda (1:1, v/v) do kreski. Roztwory zachowywaty

wlasciwos$ci metrologiczne przez 3 miesiace, przechowywano je w temperaturze <-18°C.

Dla ceftiofuru 1 cefalonium sporzadzono roztwor wzorcowy o stezeniu
1000 pg/ml, oddzielnie dla kazdego analitu. Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml
odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowej 1 uzupelniono mieszaning
metanol : acetonitryl : woda (1:1:1, v/v/v) do kreski. Roztwory zachowywaty wtasciwosci

metrologiczne przez 12 miesigcy 1 przechowywano je w temperaturze < - 18°C.
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Dla cefoperazonu sporzadzono roztwdr wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml.
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowe;j
1 uzupelniono mieszaning acetonitryl : woda (1:1, v/v) do kreski. Roztwor zachowywat
wlasciwosci metrologiczne przez 12 miesi¢cy i przechowywano go w temperaturze

<-18°C.

e Roztwory podstawowe aminoglikozydoéw

Dla spektynomycyny, streptomycyny, dihydrostreptomycyny, kanamycyny A,
paromomycyny, heomycyny, gentamycyny sporzadzono roztwdr wzorcowy o stezeniu
1000 pg/ml, oddzielnie dla kazdego analitu. Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml
odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowej i uzupetniono do kreski mieszaning
woda : acetonitryl : kwas octowy (78:20:2, v/v/v). Roztwory zachowywaly wlasciwosci

metrologiczne przez 3 miesigce i przechowywano je w temperaturze < - 18°C.

e Roztwory podstawowe makrolidow

Dla tylozyny, erytromycyny, spiramycyny, tylmikozyny, jozamycyny,
tulatromycyny sporzadzono roztwér wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml, oddzielnie dla
kazdego analitu. Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czyste]
substancji wzorcowej 1 uzupetniono metanolem do kreski. Roztwory zachowywaty
wlasciwo$ci metrologiczne przez 12 miesigcy 1 przechowywano je w temperaturze

<-18°C.

e Roztwory podstawowe fluorochinolonéw

Dla marbofloksacyny, norfloksacyny, ciprofloksacyny, danofloksacyny,
enrofloksacyny, sarafloksacyny, difloksacyny, kwasu oksolinowego, kwasu
nalidyksowego, flumechiny sporzadzono roztwor wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml,
oddzielnie dla kazdego analitu. Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg
czystej substancji wzorcowej 1 uzupetniono do kreski roztworem 1M NaOH w metanolu.
Roztwory zachowywaty wlasciwosci metrologiczne przez 12 miesigcy i przechowywano

je w temperaturze < - 18°C.

e Roztwory podstawowe tetracyklin

Dla oksytetracykliny, 4-epioksytetracykliny, tetracykliny, 4-epitetracykliny,
chlorotetracykliny, 4-epichlorotetracykliny, doksycykliny sporzadzono roztwoér
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wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml, oddzielnie dla kazdego analitu. Do kolby miarowe;j
o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowej i uzupetniono do
kreski metanolem. Roztwory zachowywaly wtasciwosci metrologiczne przez 12 miesigcy

1 przechowywano je w temperaturze < - 18°C.

e Roztwor podstawowy dla antybiotyku z grupy linkozamidow

Dla linkomycyny sporzadzono roztwor wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml.
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowe;j
i uzupetliono metanolem do kreski. Roztwor zachowywat wlasciwosci metrologiczne

przez 12 miesigcy i przechowywano go w temperaturze < - 18°C.

e Roztwor podstawowy dla antybiotyku z grupy pleuromutylin

Dla tiamuliny sporzadzono roztwor wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml. Do kolby
miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowej
1 uzupeliono metanolem do kreski. Roztwor zachowywat wlasciwosci metrologiczne

przez 12 miesigcy 1 przechowywano go w temperaturze < - 18°C.

e Roztwor podstawowy dla antybiotyku z erupy diaminopirymidyn

Dla trimetoprimu sporzadzono roztwor wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml.
Do kolby miarowej o pojemnos$ci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowej
1 uzupelniono metanolem do kreski. Roztwér zachowywat wtasciwosci metrologiczne

przez 12 miesiecy 1 przechowywano go w temperaturze < - 18°C.

e Roztwory podstawowe sulfonamidow

DIla  sulfamonometoksyny, sulfaguanidyny, sulfadiazyny, sulfatiazolu,
sulfametazyny, sulfametoksypirydazyny, sulfadoksyny, sulfamerazyny,
sulfadimetoksyny, sulfametoksazolu, sulfacetamidu, sulfisoksazolu, sulfapirydyny,
sulfachloropirydazyny, sulfachloropirazyny, sulfametizolu sporzadzono roztwor
wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml, oddzielnie dla kazdego analitu. Do kolby miarowe;j
o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowej i uzupetniono do
kreski metanolem. Roztwory zachowywatly wtasciwosci metrologiczne przez 12 miesigcy

1 przechowywano je w temperaturze < - 18°C.

Dla sulfachinoksaliny sporzadzono roztwér wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml.

Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowe;j
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1 uzupetniono mieszaning acetonitryl : metanol (1:1, v/v) do kreski. Roztwor zachowywat
wlasciwosci metrologiczne przez 12 miesigcy i przechowywano go w temperaturze

<-18°C.

Dla sulfafenazolu (IS) sporzadzono roztwér wzorcowy o stezeniu 1000 pg/ml.
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazono 10 mg czystej substancji wzorcowej
1 uzupelniono metanolem do kreski. Roztwér zachowywat wtasciwosci metrologiczne

przez 12 miesiecy i1 przechowywano go w temperaturze < - 18°C.

5.3. Procedura badawcza oznaczania pozostatosci lekéw przeciwbakteryjnych
w tkankach zwierzecych i produktach spozywczych metoda chromatografii

cieczowej ze spektrometrig mas

Celem tej procedury jest przedstawienie metody oznaczania pozostato$ci roznych
grup antybiotykow 1 chemioterapeutykow w materialach biologicznych, takich
jak mieg$nie i nerki réoznych gatunkéw zwierzat oraz mleko. Obecno$¢ tych substancji
w produktach pochodzenia zwierzgcego wymaga szczeg6lnej kontroli, poniewaz
przekroczenie dopuszczalnych limitéw moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
konsumentéw. Dlatego tez zawarto$¢ antybiotykow w tych produktach nie moze
przekracza¢ wartosci MRL okreSlonych w przepisach prawnych. Nie wszystkie
antybiotyki maja ustalony MRL co oznacza, ze ich obecnos¢ w zywnosci jest
niedozwolona. Przyktadem moze by¢ sarafloksacyna, ktdra nie ma ustalonej warto$ci
MRL w mig$niach, nerkach i mleku. Innym przyktadem jest doksycyklina, ktéora ma
wyznaczone wartosci MRL dla migsni 1 nerek, a nie posiada MRL dla mleka.
W przypadku substancji przeciwbakteryjnych, dla ktérych wartosci MRL rdznig si¢
w zalezno$ci od gatunku zwierzecia, dla celow metody uwspolniano t¢ warto$¢ i wybrano

najnizsza (np. tylmikozyna w mig¢éniach).

Poziom wzbogacenia probek zostal dostosowany zgodnie z obowigzujacymi
limitami MRL okreslonymi w Rozporzadzeniu (UE) nr 37/2010 [6] oraz wytycznymi
»Krajowego Planu kontroli pozostatosci zakazanych lub niedopuszczonych substancji
farmakologicznie czynnych oraz weterynaryjnych produktow leczniczych u zwierzat
1w zywnos$ci pochodzenia zwierzecego, opartymi na analizie ryzyka”. Plan ten jest

wydawany raz w roku przez Gtéwny Inspektorat Weterynarii.
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Opracowana procedura oznaczania antybiotykéw opierata si¢ na zastosowaniu
dwoch odrebnych podejs¢ ekstrakeyjnych, dostosowanych do wiasciwosci chemicznych
poszczegdlnych grup antybiotykéw. Dla zwigzkéw takich jak B-laktamy, makrolidy,
pleuromutyliny, sulfonamidy, fluorochinolony oraz diaminopirymidyny, optymalnym
rozpuszczalnikiem okazat si¢ acetonitryl (ekstrakcja MeCN), ktéry zapewnit skuteczng
ekstrakcje tych zwigzkow z badanych matryc. Z kolei dla grup takich jak tetracykliny,
aminoglikozydy i linkozamidy, lepsze wyniki osiggni¢to, stosujac kwas trichlorooctowy
(ekstrakcja TCA). Zastosowanie dwoch réznych metod pozwala na dopasowanie procesu
ekstrakcji do wihasciwosci poszczegdlnych grup zwiazkéw, co gwarantuje doktadnosé

1 powtarzalno$¢ wynikow.
I.  Przygotowanie roztworow roboczych do wzbogacenia prébek

Roztwor roboczy standardu wewnetrznego (IS) sulfafenazolu (2 pg/ml) w wodzie
przygotowywano na biezagco. W tym celu pobierano 20 pl roztworu podstawowego
sulfafenazolu o stezeniu 1000 pg/ml do kolbki miarowej o pojemnosci 10 ml

1 uzupetniono woda do kreski.

Przygotowanie roztworéw roboczych zwiazkéw odbywalo si¢ na biezaco,
z uwzglednieniem odpowiednich wartosci MRL oraz rodzaju matrycy. Do kolbki
miarowej o pojemnosci 50 ml 1 10 ml dodawano odpowiednie ilosci wzorcow, zgodnie
z warto$ciami podanymi w tabeli (Tabela 7 — tkanka mig$niowa, Tabela 8 — mleko,

Tabela 9 — nerka) po czym uzupetniano woda destylowana do kreski.

Tabela 7. Ilosci wzorcow dodawane do roztworéw roboczych — tkanka migesniowa

Tkanka mig$niowa — ekstrakcja MeCN

Zwiazek MRL/ Przygotowanie roztworu
przyjeta
wartos¢
1 Cefalonium 20 20 ul x 1000 pg/ml do 50 ml
2 Penicylina V 25 25 ul x 1000 pg/ml do 50 ml
3 Sarafloksacyna 30 30 pl x 1000 pg/ml do 50 ml
4 Amoksycylina 50
5 Ampicylina 50
6 Penicylina G 50 50 pl x 1000 pg/ml do 50 ml
7 Cefapiryna 50
8 Cefkwinom 50
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Cefazolina 50
Cefoperazon 50
Tylmikozyna 50
Trimetoprim 50
Tulatromycyna 50
Tiamulina 50
Sulfaguanidyna 100
Sulfadiazyna 100
Sulfametoksypirydazyna 100
Sulfametazyna 100
Sulfatiazol 100
Sulfamonometoksyna 100
Sulfadoksyna 100
Sulfachinoksalina 100
Sulfadimetoksyna 100
Sulfametoksazol 100
Sulfamerazyna 100
Tylozyna 100
Norfloksacyna 100
Ciprofloksacyna 100
Enrofloksacyna 100
Danofloksacyna 100
Kwas oksolinowy 100
Kwas nalidyksowy 100
Marbofloksacyna 150
Cefaleksyna 200
Erytromycyna 200
Spiramycyna 200
Flumechina 200
Jozamycyna 200
Oksacylina 300
Kloksacylina 300
Nafcylina 300
Dikloksacylina 300
Difloksacyna 300
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20 ul x 1000 pg/ml do 10 ml
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60 ul x 1000 pug/ml do 10 ml

60 ul x 1000 pug/ml do 10 ml
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Ceftiofur 1000 200 pl x1000 pg/ml do 10 ml
Tkanka mie$niowa — ekstrakcja TCA
Zwiazek MRL/ Przygotowanie roztworu
przyjeta
wartosc¢
Gentamycyna 50 50 pl x 1000 pg/ml do 50 ml
Kanamycyna A 100
Linkomycyna 100
Oksytetracyklina (suma 100
oksytetracyklina i 4-epioksytetracyklina)
Tetracyklina 100 20 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
4-epitetracyklina 100
Chlorotetracyklina 100
4-epichlorotetracyklina 100
Doksycyklina 100
Spektynomycyna 300 60 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
Streptomycyna 500
Dihydrostreptomycyna 500
Paromomycyna 500 100 pl x 1000 png/ml do 10 ml
Neomycyna 500

Tabela 8. Ilosci wzorcow dodawane do roztworéw roboczych — mleko

O 0 9 N n kAW -
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Mleko — ekstrakcja MeCN

Zwiazek MRL/ Przygotowanie roztworu
przyjeta
wartos¢
Amoksycylina 4
Ampicylina 4
4 ul x 1000 pg/ml do 50 ml
Penicylina G 4
Penicylina V 4
Cefkwinom 20
20 pl x 1000 pg/ml do 50 ml
Cefalonium 20
Oksacylina 30
30 pl x 1000 pg/ml do 50 ml
Kloksacylina 30
Nafcylina 30
Dikloksacylina 30 30 ul x 1000 pg/ml do 50 ml
Danofloksacyna 30
Erytromycyna 40 40 pl x 1000 pg/ml do 50 ml
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Cefazolina 50
Cefoperazon 50
Tylmikozyna 50
Tylozyna 50
Jozamycyna 50
Difloksacyna 50
Kwas oksolinowy 50
Kwas nalidyksowy 50
Flumechina 50
Cefapiryna 60
Marbofloksacyna 75
Ceftiofur 100
Cefaleksyna 100
Sulfaguanidyna 100
Sulfadiazyna 100
Sulfametoksypirydazyna 100
Sulfametazyna 100
Sulfatiazol 100
Sulfamonometoksyna 100
Sulfadoksyna 100
Sulfachinoksalina 100
Sulfadimetoksyna 100
Sulfametoksazol 100
Sulfamerazyna 100
Norfloksacyna 100
Ciprofloksacyna 100
Enrofloksacyna 100
Sarafloksacyna 100
Spiramycyna 200
Mleko — ekstrakcja TCA
Zwiazek MRL/
przyjeta
warto$¢
Paromomycyna 100
Gentamycyna 100
Oksytetracyklina (suma 100

oksytetracyklina i 4-epioksytetracyklina)
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50 ul x 1000 pg/ml do 50 ml

60 ul x 1000 pg/ml do 50 ml

75 ul x 1000 pg/ml do 50 ml

20 ul x 1000 pg/ml do 10 ml

40 pl x 1000 pg/ml do 10 ml

Przygotowanie roztworu

20 ul x 1000 pg/ml do 10 ml
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4 Tetracyklina 100

5 4-epitetracyklina 100

6 Chlorotetracyklina 100 20 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
7 4-epichlorotetracyklina 100

8 Doksycyklina 100

9 Linkomycyna 150

10 Kanamyeyna A 150 30 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
11 Spektynomycyna 200

12 Streptomycyna 200 40 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
13 Dihydrostreptomycyna 200

14  Neomycyna 1500 300 pl x 1000 pg/ml do 10 ml

Tabela 9. llosci wzorcow dodawane do roztworéw roboczych — nerka

Nerka — ekstrakcja MeCN

Zwiazek MRL/ Przygotowanie roztworu
przyjeta
wartos¢

1 Penicylina V 25 25 ul x 1000 pg/ml do 50 ml
2 Amoksycylina 50
3 Ampicylina 50

50 pul x 1000 pg/ml do 50 ml
4 Penicylina G 50
5 Trimetoprim 50
6 Cefapiryna 100
7 Cefalonium 100
8 Cefazolina 100
9 Cefoperazon 100
10 Jozamycyna 100
11 | Tylozyna 100
12 Sarafloksacyna 100

20 ul x 1000 pg/ml do 10 ml
13 Sulfaguanidyna 100
14  Sulfadiazyna 100
15  Sulfametoksypirydazyna 100
16  Sulfametazyna 100
17 Sulfatiazol 100
18  Sulfamonometoksyna 100
19  Sulfadoksyna 100
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Sulfachinoksalina
Sulfadimetoksyna
Sulfametoksazol
Sulfamerazyna
Kwas oksolinowy
Kwas nalidyksowy
Marbofloksacyna
Danofloksacyna
Enrofloksacyna
Cefkwinom
Erytromycyna
Norfloksacyna
Ciprofloksacyna
Tylmikozyna
Kloksacylina
Nafcylina
Oksacylina
Spiramycyna
Dikloksacylina
Difloksacyna
Cefaleksyna
Flumechina
Tulatromycyna

Ceftiofur

Zwiazek

Oksytetracyklina (suma
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100
100
100
100
150
150
150
200
200
200
200
200
200
250
300
300
300
300
300
600
1000
1000
3000
6000

Nerka — ekstrakcja TCA

MRL/

przyjeta
wartos¢

600

oksytetracyklina i 4-epioksytetracyklina)

Tetracyklina
4-epitetracyklina

Chlorotetracyklina

4-epichlorotetracyklina

Doksycyklina
Gentamycyna

Streptomycyna

600
600
600
600
600
750

1000
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20 ul x 1000 pg/ml do 10 ml

30 ul x 1000 pg/ml do 10 ml

40 pl x 1000 pg/ml do 10 ml

50 pul x 1000 pg/ml do 10 ml

60 ul x 1000 pg/ml do 10 ml

120 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
200 pul x 1000 ug/ml do 10 ml

600 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
1200 pl x 1000 pg/ml do 10 ml

Przygotowanie roztworu

120 pl x 1000 pg/ml do 10 ml

150 ul x 1000 pg/ml do 10 ml
200 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
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9 Dihydrostreptomycyna 1000 200 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
10 Paromomycyna 1500

300 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
11 | Linkomycyna 1500
12 Kanamycyna A 2500 500 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
13 Spektynomycyna 5000

1000 pl x 1000 pg/ml do 10 ml
14  Neomycyna 5000

II.  Przygotowanie i przechowywanie probek do badan

Probki migsni, nerek i mleka, pobrane do badan przez Inspekcje Weterynaryjng
(probki  pobierane z wojewodztwa  wielkopolskiego, zachodniopomorskiego
1 lubuskiego), po zarejestrowaniu i nadaniu numeru badania byty dzielone na dwie czg$ci.
Jedna cze$¢ (B), oznakowang numerem badania i kierunkiem badania, przechowuje si¢
w zamrazarce, aby nie ulegla zniszczeniu ani zepsuciu, a druga cze$¢ (A) zostala
zhomogenizowana. Po homogenizacji probki byty przechowywane w zamrazarce do dnia

analizy.
III.  Probki matrycowe wolne od lekow przeciwbakteryjnych

Probki, w  ktorych  wczesniej nie stwierdzono obecnosci  lekow
przeciwbakteryjnych, zostalty zachowane do pdzniejszego wykorzystania przy tworzeniu
zarowno probek Slepych, jak 1 wzbogaconych. Probki te postuzyly jako materiat
odniesienia, umozliwiajagc monitorowanie waznos$ci wynikOw oraz zapewnienie, Ze nie

doszto do zanieczyszczen podczas procesu analizy.
5.3.1. Oczyszczanie probek i przygotowanie do analizy LC-MS/MS

I. Ekstrakcja MeCN — oznaczanie B-laktamow, makrolidow, pleuromutylin,

sulfonamidow, fluorochinolonow oraz diaminopirymidyn

Do kazdej serii probek miesni, nerek lub mleka dodano probke odczynnikowa,
slepg matrycowg oraz trzy probki fortyfikowane, postgpujac z nimi w taki sam sposéb,
jak z prébkami badanymi. Probke odczynnikowa przygotowano, odwazajac
(2,00 £0,01) g wody do polipropylenowych probdéwek wiroéwkowych o pojemnosci
50 ml. Probka $lepa — odwazono (2,00 = 0,01) g materiatu wolnego od lekoéw
przeciwbakteryjnych, réwniez umieszczonego w probowkach wiréwkowych o tej same;j

pojemnosci. Dla probek badanych odwazono (2,00 + 0,01) g probki, natomiast probki
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fortyfikowane zostalty przygotowane poprzez odwazenie (2,00 £ 0,01) g czystej probki
wolnej od lekow przeciwbakteryjnych (matrycy). Do kazdej analizowanej probki,
z wyjatkiem probki odczynnikowej, dodano 100 pl wzorca wewngtrznego o stezeniu
2 ug/ml. Do prébek fortyfikowanych dodano odpowiednig ilo$¢ mieszaniny wzorcow
wedlug wartosci, ktore przedstawia Tabela 10. Zawartos¢ kazdej probowki zostata
dokladnie wymieszana na vortexie, odstawiona na okolo 10 minut, a nast¢pnie

przystapiono do etapu ekstrakcji.

Tabela 10. Sposob przygotowania probek fortyfikowanych

Nawazka Ilo$¢ roztworu Ilo$¢ roztworu IS
Fortyfikat (matryca) WZOrcowego (2 pg/ml)
[g] [pl] [nl]
Probka
odczynnikowa 2,00 (woda) 0 0
Probka Slepa 2,00 0 100
Fortyfikat 0,5
MRL 2,00 50 100
Fortyfikat 1,0
MRL 2,00 100 100
Fortyfikat 1,5
MRL 2,00 150 100
Kontrola 2,00 100 100
odzysku

Do kazdej probki dodano 8 ml MeCN. Zawarto$¢ wymieszano na vortexie przez
30 sekund, a nastgpnie wytrzasano przez okoto 10 minut. Probki wirowano przez
10 minut przy szybkosci 4500 obr./min w temperaturze < 4°C. Nastgpnie pobrano po 6 ml
supernatantu do kolbek okragtodennych o pojemnosci 50 ml i cato$¢ odparowano
do sucha na wyparce obrotowej w temperaturze 45°C. Po odparowaniu suchg pozostatos¢
rozpuszczono w 0,6 ml 0,025% HFBA, wymieszano na vortexie i przesaczono przez filtr
strzykawkowy (0,45 um, 13 mm, PVDF) do fiolki. Probki zostaly przeznaczone
do analizy LC-MS/MS.

11. Ekstrakcja TCA — oznaczanie tetracykliny, aminoglikozydow, linkozamidow

Do kazdej serii probek migéni, nerek lub mleka dodano probke odczynnikowa,
Slepa matrycowa oraz trzy probki fortyfikowane, postgpujac z nimi w taki sam sposob,
jak z prébkami badanymi. Probke odczynnikowa przygotowano, odwazajac

(2,00+0,01) g wody do polipropylenowych probowek wiréwkowych o pojemnosci
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50 ml. Probka $lepa sktadata si¢ z (2,00 £ 0,01) g materialu wolnego od lekéw
przeciwbakteryjnych, réwniez umieszczonego w probowkach wird6wkowych o tej same;j
pojemnosci. Dla probek badanych odwazono (2,00 £ 0,01) g probki. Probki
fortyfikowane zostaty przygotowane poprzez odwazenie (2,00 = 0,01) g czystej probki
wolnej od lekow przeciwbakteryjnych (matrycy). Do kazdej analizowanej probki,
z wyjatkiem probki odczynnikowej, dodano 100 pl standardu wewngtrznego o st¢zeniu
2 ug/ml. Do prébek fortyfikowanych dodano odpowiednig ilo$¢ mieszaniny wzorcow
wedlug wartosci, ktore przedstawia Tabela 10. Zawarto$s¢ kazdej probdwki zostata
doktadnie wymieszana na vortexie, odstawiona na okolo 10 minut, a nastgpnie

przystapiono do etapu ekstrakc;ji.

Do probek dodano 6 ml 5% roztworu TCA . Zawarto$¢ mieszano na vortexie przez
30 sekund, a nastepnie wytrzasano przez 10 minut. Probki wirowano przez 10 minut przy
szybko$ci 4500 obr./min w temperaturze < 4°C. Nastgpnie pobrano 1 ml supernatantu
1 przesaczono go przez filtr strzykawkowy (0,45 um, 13 mm, PVDF) do fiolki. Probki
zostaly przeznaczone do analizy LC-MS/MS.

5.3.2. Warunki analizy LC-MS/MS oraz ich optymalizacja

Analizy przeprowadzono za pomoca ultrawysokosprawnego chromatografu
cieczowego Acquity UPLC H-Class sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas

Xevo TQ, firmy Waters (Stany Zjednoczone).

Detektor mas pracowal z wykorzystaniem zrodla jonizacji typu elektrospray
w trybie dodatniej jonizacji (ESI+), a dane zbierane byly w trybie monitorowania wielu
reakcji (MRM). Parametry systemu zoptymalizowano w celu uzyskania jak najlepszej
jonizacji dla analizowanych substancji przeciwbakteryjnych. Z dostepnej literatury

naukowej uzyskano warto$¢ m/z dla jonéw macierzystych oraz dla jonéw potomych.

Do optymalizacji parametrow przygotowano pojedyncze roztwory wszystkich
antybiotykow o stezeniu 0,1 pg/ml w metanolu o czystosci LC/MS 1 bezposrednio
wstrzykiwano je do zrodta jonizacji. Warunki dla kazdego z antybiotykow
byly optymalizowane indywidualnie. Na poczatku ustalono optymalne parametry
dla jonu macierzystego w celu uzyskania dla niego maksymalnej intensywnosci sygnatu,
anastepnie przy wigczonym gazie kolizyjnym dobierano odpowiednie warunki dla jonow

potomych.
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W trakcie optymalizacji sprawdzono roézne napigcia na kapilarze, temperature
zrédla oraz gazu desolwatacyjnego, a takze przeptywy gazdéw. Ostatecznie wybrano
wspolne ustawienia, najbardziej optymalne dla wszystkich oznaczanych w danej

metodzie antybiotykow.

Dla grupy antybiotykdéw, oznaczanych po ekstrakcji acetonitrylem napigcie
na kapilarze wynosito 3,0 kV, temperatura zrodla byta ustawiona na 150°C, a gaz
desolwatacyjny (azot) ogrzewano do temperatury 550°C. Przeptyw gazu w stozku
ustawiono na 50 l/h, natomiast gazu desolwatacyjnego na 1100 1/h, co zapewnilo
odpowiednie odparowanie rozpuszczalnika. Przeptyw gazu zderzeniowego (argonu)

wynosit 0,15 ml/min.

Natomiast dla antybiotykow  oznaczanych po  ekstrakcji  kwasem
trichlorooctowym napigcie kapilary wynosito 1,0 kV, temperatura zrodta zostata
ustawiona na 150°C, a gaz desolwatacyjny ogrzewano do temperatury 500°C. Przeptyw
gazu w stozku wynosit 50 I/h, natomiast gazu desolwatacyjnego 1000 1/h. Przepltyw gazu

zderzeniowego wynosit dla tej analizy 0,20 ml/min.

Parametry, takie jak napigcie na stozku (cone) oraz energia kolizyjna, zostaty
indywidualnie zoptymalizowane dla kazdego antybiotyku. W trakcie optymalizacji
wybrano po dwa jony fragmentacyjne dla kazdego antybiotyku — jon ilosciowy, do
iloSciowego oznaczenia oraz jon potwierdzajacy. Metoda MRM dla antybiotykéw po
ekstrakcji MeCN zostata podzielona na cztery przedziaty czasowe z opdznieniem migdzy
skanami oraz migdzy kanatami wynoszacym 0,1 sekundy. Dla zwigzkéw po ekstrakeji
TCA na dwa przedziaty czasowe rowniez z opdznieniem miedzy skanami oraz miedzy
kanatami wynoszacym 0,1 sekundy. Dane te, wraz zczasami retencji (RT), jonem
macierzystym oraz jonami potomnymi, zostaty przedstawione w tabelach: Tabela 11 —

zwiazki po ekstrakcji MeCN oraz Tabela 12 — zwiazki po ekstrakcji TCA.
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Tabela 11. Parametry dla zwigzkow po ekstrakcji MeCN
RT - czas retencji, CV — napiecie na stozku, CE — energia kolizyjna, MRM — przedzialy czasowe:

1=(0,00 — 4,70 min); 2 = (6,50 — 10,00 min); 3 = (4.90 — 7,55 min); 4 = (4,20 — 6,30 min)

Zwiazek

Marbofloksacyna
Norfloksacyna
Ciprofloksacyna
Danofloksacyna
Enrofloksacyna
Sarafloksacyna
Difloksacyna
Kwas oksolinowy
Kwas nalidyksowy
Flumechina
Sulfaguanidyna
Sulfadiazyna
Sulfametoksypirydazyna
Sulfametazyna
Sulfatiazol
Sulfamonometoksyna
Sulfadoksyna
Sulfachinoksalina
Sulfadimetoksyna
Sulfametoksazol
Sulfamerazyna
Amoksycylina
Ampicylina
Penicylina G
Penicylina V

Oksacylina

RT
(min)
4,57
4,67
4,76
4,87
4,97
5,26
5,31
6,41
7,47
7,69
2,10
4,15
5,17
4,99
4,40
5,59
6,00
6,83
6,83
6,14
4,65
3,57
4,55
7,31
7,81

8,11

Jon
macierzysty
(m/z)

363,1
320,1
332,1
358,1
360,0
386,1
400,1
262,1
233,1
262,1
215,1
251,1
281,1
279,1
256,1
281,1
311,1
301,1
311,1
254,1
265,1
366,1
350,1
335,1
351,1

402,1
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Jony potomne

(m/z)
320,1/345,2
233,0/302,1
231,0/314,1
255,0/340,1
286,0/342,1
368,1/348,0
356,2/382,1
244,1/216,0
187,0/215,1

202,0/244,11
108,0/156,0
108,0/156,0
156,05/108,0
108,0/156,0
156,0/108,0

108,0/156,0

156,01/108,01

108,0/156,0
156,0/108,0
108,0/156,0
108,0/156,0
349,1/208,1
106,0/160,0
176,0/160,0
114,0/160,0

243,1/160,0

CV
V)

30
30
30
35
35
33
35
30
20
30
25
27
30
30
30
30
30
30
35
30
30
15
22
18
15

18

CE
(eV)

15/20
25/20
35/20
35/20
35/20
22/32
18/20
20/28
20/20
33/18
22/14
22/14
17/25
25/18
14/22
25/18
18/25
24/17
20/25
24/17
24/17
9/13
15/12
12/13
35/12

12/14

MRM



Kloksacylina
Nafcylina
Dikloksacylina
Cefapiryna
Ceftiofur
Cefkwinom
Cefalonium
Cefazolina
Cefaleksyna
Cefoperazon
Tylozyna
Erytromycyna
Spiramycyna
Tylmikozyna
Jozamycyna
Tulatromycyna
Trimetoprim
Tiamulina

Sulfafenazol IS
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8,51
8,72
9,12
3,92
6,32
4,11
4,59
5,19
4,57
5,80
6,76
6,56
5,34
5,91
7,83
4,83
4,60
7,26

6,97

436,1
415,1
470,0
424,1
524,1
530,1
459,1
455,0
348,1
646,1
916,5
734,6
843,7
869,6
828,6
806,6
292,0
494,0

315,1
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160,0/277,1
171,0/199,0
160,0/311,0
124,0/152,0
125,0/241,1
125,0/134,0
152,0/337,1
323,1/156,0
158,0/106,0
143,0/530,2
174,1/772,5
158,0/576,5
174,1/540,0
174,11/696,6
174,0/229,1
158,1/577,4
231,0/262,0
119,0/192,0

156,0

18

15

18

25

25

16

20

20

20

20

45

32

45

45

35

35

25

12/15
35/15
12/13
40/22
40/20
50/25
20/10
10/15
8/25
30/12
42/29
27/18
33/30
45/44
35/30
42/25
23/25
44/24

20
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Tabela 12. Parametry dla zwigzkow po ekstrakcji TCA
RT - czas retencji, CV — napiecie na stozku, CE — energia kolizyjna, MRM — przedzialy czasowe:

1= (1,00 — 6,00 min); 2 = (1,00 — 5,00 min)

Zwiazek

Oksytetracyklina
4-epioksytetracyklina
Tetracyklina
4-epitetracyklina
Chlorotetracyklina
4-epichlorotetracyklina
Doksycyklina
Linkomycyna
Spektynomycyna
Streptomycyna
Dihydrostreptomycyna
Kanamycyna A
Paromomycyna
Neomycyna
Gentamycyna

Sulfafenazol IS

RT
(min)
3,02
3,02
3,36
3,18
4,17
3,87
4,36
2,53
1,99
2,49
2,51
2,86
3,18
3,38
3,24

4,57

Jon
macierzysty
(m/z)

461,2
461,2
445,3
445,3
479,2
479,2
445,3
407,3
351,1
582,3
584,3
485,3
616,5

615,5

478 4
450,4

315,1

Jony potomne

(m/z)
426,2/443 3
426,2/443 3
410,2/427,2
410,2/427,2
444.2/462,2
444.2/462,2
428,2/154,0
126,0/359,3
333,1/207,1
263,1/246,1
263,1/246,1
163,0/205,1
163,0/293,1

161,0/455,3

3222
3222

156,0

CV
V)

25
25
25
25
25
25
25
33
25
45
45
30
45

45

35
24

40

CE
(eV)

20/12
20/12
18/13
18/13
22/19
22/19
19/27
26/18
19/21
37/35
37/35
26/22
32/21

32/25

14
14

20

MRM

—

System UPLC sktadat si¢ z autosamplera wyposazonego w tacki facznie na 96

fiolek, degazera, pompy binarnej, wstrzykiwacza oraz termostatu do kolumn

chromatograficznych. Do rozdzielenia oznaczanych antybiotykow wykorzystano

kolumng¢ chromatograficzng Acquity UPLC HSS C18 (2,1 x 100 mm; 1,8 pm) firmy

Waters, z filtrem (0,2 um; 2,1 mm) firmy Waters.

W celach optymalizacji warunkéw rozdzielenia antybiotykéw na kolumnie

chromatograficznej, obejmujacej dobor faz ruchomych oraz odpowiedniego gradientu,

przygotowano w fiolce mieszaning wzorcowg wszystkich oznaczanych antybiotykow

o stezeniu 0,1 pg/ml w 0,025% HFBA. Pozwolito to na ogoélne okreslenie warunkoéw

rozdzielenia tych zwigzkow.
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odpowiadajace temu samemu zwigzkowi przeprowadzano dodatkowo analize
pojedynczego wzorca. Dotyczylo to szczegdlnie antybiotykdéw z grupy sulfonamidow,

fluorochinolonéw oraz tetracyklin o takich samych jonach potomnych.

W trakcie optymalizacji przeprowadzono testy z czterema réznymi uktadami faz

ruchomych:

1. Faza A: 0,2% kwas mrowkowy w wodzie; Faza B: metanol

2. Faza A: 0,2% kwas mrowkowy w wodzie; Faza B: acetonitryl

3. Faza A: 0,2% kwas mrowkowy w wodzie; Faza B: 0,2% kwas mrowkowy
w acetonitrylu

4. Faza A: 0,025% HFBA w wodzie; Faza B: acetonitryl

W zalezno$ci od zastosowanego ukladu faz ruchomych, aby zapewni¢
jak najlepsze rozdzielenie oznaczanych antybiotykow optymalizowano réwniez
parametry gradientu elucji. Testowano rdwniez roézne temperatury dla kolumny
chromatograficznej, poniewaz ma ona istotny wplyw na czasy retencji oraz stabilnos¢

analitow.

W wariancie 1 zastosowanie jako fazy B metanolu nie zapewnito dostatecznego
rozdzielenia oznaczanych zwigzkow. Piki byly szersze oraz zaobserwowano efekt
ogonowania. Zastosowanie metanolu spowodowato takze znaczny wzrost ci$nienia
w uktadzie chromatograficznym. Po zastgpieniu metanolu acetonitrylem zauwazono
poprawe w rozdzieleniu antybiotykdw oraz symetryczne piki. Jednak najlepsze rezultaty
czyli odpowiednie rozdzielenie analitbw oraz powtarzalno$¢ czaséw retencji
dla fluorochinolonéw, sulfonamidéw, B-laktamow, makrolidow, tiamuliny i trimetoprimu
uzyskano w wariancie, gdzie zarowno do fazy wodnej, jak i organicznej dodano kwas
mrowkowy czyli wariant 3. Zastosowanie kwasu mrowkowego poprawilo jonizacje,

zwigkszajgc intensywnos¢ sygnalu oraz zapewnito dobre rozdzielenie zwigzkow.

Dla antybiotykow z grupy tetracyklin, aminoglikozydéw oraz dla linkomycyny
najlepsze okazalo si¢ zastosowanie kwasu heptafluoromastowego (HFBA) jako
odczynnika do par jonowych. Uzycie HFBA byto konieczne do tworzenia pary jonowych
z aminoglikozydami. Umozliwito to ich skuteczng retencje oraz rozdzielenie. Chociaz
HFBA moze powodowa¢ tlumienie sygnalu w spektormetrii mas, jednak jego dodatek
okazal si¢ niezbedny w przypadku analizy aminoglikozydéw. W celu ograniczenia

thumienia sygnatlu dla pozostatych antybiotykow przetestowano takze nizsze stezenie
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HFBA. Nizsze stgzenia minimalnie poprawialy jonizacje pozostatych antybiotykow,
ale spowodowaty  przyspieszenie elucji aminoglikozydow z  kolumny
chromatograficznej, co spowodowato ich cz¢sciowe naktadanie si¢ z innymi zwigzkami.
Najbardziej optymalnym stezeniem byl 0,025% HFBA, ktory zapewnit satysfakcjonujace
rozdzielenie antybiotykodw odraz dobra odpowiedz MS dla wszystkich oznaczanych

zwigzkow.

Dla ekstrakcji z MeCN opracowano gradient, w ktorym fazg ruchoma A byt 0,2%
kwas mréwkowy w wodzie, a fazg B 0,2% kwas mrowkowy w acetonitrylu. Temperatura
kolumny w trakcie analizy wynosita 30°C, a przeptyw 0,3 ml/min. Poczatkowy gradient
do 1 minuty wynosit 99,5% dla fazy A, pdzniej zmienial si¢ do 9 minuty do 40%, do 9,5
minuty osiaggat 0% dla fazy A i ponownie wzrastal do 11 minuty do 99,5%. Stabilizacja
kolumny trwata 2 minuty, a taczny czas analizy wynosit 13 minut Tabela 13. Obj¢tos¢

nastrzyku wynosita 10 pl.

Tabela 13. Gradient dla zwiqzkow po ekstrakcji acetonitrylem

Moz Faza A Faza B
Czas (min) izl /El i) 0,2% kwas mrowkowy  0,2% kwas mrowkowy Krzywa
w H20 (%) w MeCN (%)
0 0,30 99,5 0,5 -
1,0 0,30 99,5 0,5 6
9,0 0,30 40,0 60 6
9,5 0,30 0,0 100 6
11,0 0,30 99,5 0,5 11
13,0 0,30 99,5 0,5 -

Dla ekstrakcji z TCA opracowano gradient, w ktérym fazg ruchoma A byt 0,025%
HFBA w wodzie, a faza B acetonitryl. Temperatura kolumny w trakcie analizy wynosita
30°C, a przeptyw 0,3 ml/min. Poczatkowy gradient do 0,5 minuty wynosit 85% dla fazy
A, pozniej zmienial si¢ do 6 minuty do 50%, do 7 minuty osiagal 0% dla fazy A
1 ponownie wzrastat do 8 minuty do 85%. Stabilizacja kolumny trwata 2 minuty, a taczny

czas analizy wynosil 10 minut Tabela 14. Objetos¢ nastrzyku wynosita 10 pl.
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Tabela 14. Gradient dla zwigzkow po ekstrakcji kwasem trichlorooctowym

Przepivw Faza A Faza B
Czas (min) | /p Y ) 0.025% HFBA W H0 MeCN Krzywa
(ml/min (%) (%)
0 0,30 85,0 15,0 -
0,5 0,30 85,0 15,0 6
6,0 0,30 50,0 50,0 6
7,0 0,30 0,0 100,0 6
8,0 0,30 85,0 15,0 11
10 0,30 85,0 15,0 -

5.3.3. Optymalizacja warunkéw ekstrakgji

Celem optymalizacji warunkéw ekstrakcji bylo opracowanie miarodajnej
procedury analitycznej oznaczania pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych w matrycach

takich jak mleko, mig$nie, nerki.

Glownym kryterium bylo uzyskanie jak najwyzszych odzyskow dla oznaczanych
analitow. Jest to kluczowe aby zapewni¢ miarodajne wyniki badan, zwlaszcza
w przypadku matryc biologicznych. Istotnym aspektem bylo takze zminimalizowanie
efektow matrycy, ktore mogg zakldca¢ analize, generujac interferencje lub falszywe
wyniki. Dobra powtarzalno$¢ 1 doktadnos¢ byly kolejnymi kluczowymi parametrami
uwzglednionymi podczas opracowywania procedury. Spelnienie tych kryteriow
jest niezbedne do zastosowania procedury w rutynowych analizach kontrolnych.
W ramach badan przeprowadzono szereg eksperymentow majacych na celu

optymalizacje kluczowych parametrow.

Wyzwanie jakim jest ekstrakcja réznych grup antybiotykow wynika gléwnie
z réznorodnych wtasciwosci chemicznych tych zwigzkéw. W czesci teoretycznej
przedstawione zostaly rézne metody oznaczania antybiotykdéw w zywno$ci m.in.
wykorzystanie metody QUEChERS. W praktyce, jednak najczesciej stosuje si¢ ekstrakcje
z wykorzystaniem rozpuszczalnikow  organicznych, najczeSciej acetonitrylu.
W przypadku polarnych antybiotykow, takich jak aminoglikozydy, stosuje si¢ ekstrakcje

za pomocg wodnych roztworow kwasu, najczesciej kwasu trichlorooctowego.
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Podjeto proby ekstrakcji antybiotykdw z zywno$ci stosujac acetonitryl jako
rozpuszczalnik, gdyz ma on potwierdzone w literaturze wszechstronne zastosowanie dla
ekstrakcji roznych grup substancji przeciwbakteryjnych. Acetonitryl dodatkowo
denaturuje biatka i dobrze oczyszcza matryce, co jest istotne w ztozonych probkach
biologicznych. Drugim wyborem do badan byly wodne roztwory kwasu
trichlorooctowego ze wzgledu na konieczno$¢ skutecznej ekstrakcji antybiotykow

aminoglikozydowych. Przetestowano dwa stezenia tego kwasu: 2% TCA, 5% TCA.

Jak juz wcze$niej opisano w pracy, probki migsni, nerek i mleka zostaly zebrane
przez Inspekcj¢ Weterynaryjng, dostarczone do laboratorium Zakladu Higieny
Weterynaryjnej w obnizonej temperaturze, a po podziale 1 homogenizacji
przechowywane w warunkach zamrozenia. Probki, przed przystgpieniem do analizy

1 nawazenia, rozmrazano i ponownie homogenizowano (z wyjatkiem mleka).

Optymalizacje metody rozpoczgto od badan migéni bydta, kurczat 1 §win. Jako
podstawe do przeprowadzenia badan wykorzystano procedurg, ktdrg opracowat Gaugain-
Juhel z wspolpracownikami [49] do ekstrakcji antybiotykow z mleka oraz Btadek
z wspOtpracownikami [184] do ekstrakcji antybiotykow z miegsni. Do kazdego
doswiadczenia przygotowano po 6 probek z kazdego rodzaju migéni (1,2 — bydto; 3,4 —
kurczak, 5,6 — $winia). Podzielono je na trzy grupy odpowiadajace poziomom st¢zen
0,5MRL, 1 MRL oraz 1,5MRL (po 2 probki z kazdego rodzaju mig¢sni na poziom).
Dodatkowo przygotowano dla kazdego rodzaju miesni probke §lepa.

Do$wiadczenie 1

Probki odwazono po (2,00 + 0,01) g do polipropylenowych proboéwek
wirowkowych. Do kazdej probki dodano po 100 pul wzorca wewnetrznego (sulfafenazol)
o stezeniu 2 pg/ml oraz sporzadzong mieszaning wszystkich wzorcow na odpowiednich
poziomach stezen w objetosciach: 50 ul dla 0,5 MRL, 100 pl dla 1 MRL 1 150 pl dla
1,5 MRL. Do przygotowanej probki $lepej dodano wytacznie 100 ul wzorca
wewnetrznego. Zawartos$ci probowek doktadnie wymieszano i odczekano 10 minut.
Nastepnie do probek dodano po 8 ml MeCN i mieszano na mieszadle (typu Vortex) przez
30 sekund. W celu zwigkszenia efektywnosci ekstrakcji antybiotykéw z matrycy probki
dodatkowo wytrzasano na wytrzasarce przez 10 minut. Po tym etapie probki wirowano
przez 10 minut w temperaturze < 4°C przy szybkosci 4500 obr./min. Pobrano 6 ml

supernatantu i odparowano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze 45 + 5°C.
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Pozostato$¢ po odparowaniu rozpuszczono w 6 ml 0,025% HFBA. Nastgpnie probki
przesaczono przez filtr strzykawkowy PVDF (0,45 pm, 13 mm) do fiolki w celu usunigcia
ewentualnych zanieczyszczen i uzyskania klarownego roztworu. Tak przygotowane

probki poddano analizie.

Do$wiadczenie 2

Etap przygotowania probek byt analogiczny jak w Do§wiadczeniu 1, z wyjatkiem
sposobu odparowania probek. W tym doswiadczeniu 6 ml supernatantu zostato
odparowanych z wykorzystaniem wyparki obrotowej nastawionej rowniez na 45°C
zamiast na bloku grzewczym w strumieniu azotu. Pozostate kroki pozostawiono bez
zmian. Zmieniono sposob odparowywania, aby zapewni¢ bardziej rownomierne

odparowanie rozpuszczalnika.

Do$wiadczenie 3

Podobnie jak w poprzednio opisanych doswiadczeniach, probki odwazono
po (2,00 = 0,01) g do polipropylenowych probowek wirowkowych. Do kazdej probki
badanej oraz probki $lepej dodano po 100 pul wzorca wewngtrznego oraz do probek
badanych dodatkowo odpowiednie objetosci mieszaniny wzorcow (50 pl, 100 pl, 150 pl).
Zawartosci probowek dokladnie wymieszano 1 odczekano 10 minut. W tym
doswiadczeniu, ze wzgledu na konieczno$¢ oznaczania aminoglikozydéw wykorzystano
ekstrakcje kwasem trichlorooctowym. Do kazdej probki dodano po 6 ml 5% TCA,
wymieszano na mieszadle typu Vortex (30 sekund), wytrzasano (10 minut) 1 odwirowano
(10 minut, < 4°C, 4500 obr./min). Tak jak w przytoczonych powyzej publikacjach,
sprobowano pobra¢ 1 ml supernatantu i1 bez zatg¢zania przesaczy¢ przez Afiltr

strzykawkowy PVDF (0,45 pm, 13 mm) do fiolki i podda¢ je analizie.

Doswiadczenie 4

Etap przygotowania probek byl analogiczny jak w Doswiadczeniu 3, z wyjatkiem
uzycia rozpuszczalnika. W tym przypadku zamieniono 5% TCA na 6 ml 2% TCA.
Pozostale etapy pozostawiono bez zmian. Zmieniono stezenie rozpuszczalnika w celu
sprawdzenia, czy mniejsze zakwaszenie probek wptynie na efektywnos¢ ekstrakcji

antybiotykow.

Po przeanalizowaniu prébek ze wszystkich opisanych do$wiadczen za pomoca

techniki LC-MS/MS poréwnano uzyskane wyniki odzysku antybiotykdw na wszystkich
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poziomach stezen (0,5 MRL, 1 MRL, 1,5 MRL). Dokonano analizy wpltywu
zastosowanego rozpuszczalnika do ekstrakcji antybiotykdéw oraz przygotowania probek
migsni na warto$ci odzysku uzyskane podczas analizy. Uwzgledniono takze wplyw

rodzaju matrycy oraz st¢zenia analitow.

Wyniki uzyskane z doswiadczen przedstawiono w tabelach: Tabela A 1, Tabela
A 2, Tabela A 3, Tabela A 4. Wykres 1 przedstawia, jak ksztattowaty si¢ Srednie odzyski
poszczeg6lnych grup antybiotykow w kazdym doswiadczeniu. Mozna zauwazyc,
ze warunki zastosowane w Dos$wiadczeniach 1 1 2 byly optymalne dla czgsci grup
badanych antybiotykéw, w tym dla fluorochinolonow, sulfonamidow, p-laktamow,
makrolidow, trimetoprimu 1 tiamuliny. Dla tetracyklin i linkomycyny zaobserwowano
niewystarczajaca ekstrakcj¢, natomiast dla aminoglikozydow nie uzyskano w tych
doswiadczeniach zadnych wynikow, co bylo zgodne =z literatura wskazujaca
na nieskuteczno$¢ zastosowania acetonitrylu dla tej grupy zwigzkéw. Na wykresie mozna
takze zauwazy¢, Zze zmiana rozpuszczalnika (acetonitrylu) na kwas trichlorooctowy
(w Doswiadczeniach 3 1 4) znaczaco poprawila wydajnos¢ ekstrakcji dla tetracyklin
oraz linkomycyny, a takze umozliwila wyekstrahowanie aminoglikozydow z probek

migéni z bardzo dobra wydajnoscia.

Wykres 1. Sredni odzysk antybiotykéw w czterech doswiadczeniach — poréwnanie grup

Sredni odzysk antybiotykéw

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%

0

Doswiadczenie 1 Doswiadczenie 2 Doswiadczenie 3 Doswiadczenie 4
B Fluorochinolony B Sulfonamidy W B-laktamy @ Makrolidy B Trimetoprim
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W tabeli ponizej przedstawiono porownanie wynikéw dla Doswiadczen 1 1 2

(Tabela 15), w ktorych metody byly optymalne dla ekstrakcji antybiotykoéw z grupy
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fluorochinolonéw, sulfonamidow, B-laktamow, makrolidow, trimetoprimu i tiamuliny.
Minimalne wyzsze odzyski uzyskano w Doswiadczeniu 2, w ktérym zmieniono sposob
odparowania. Bardziej roOwnomierne odparowywanie rozpuszczalnika na wyparce
proézniowej poprawito i tak juz bardzo dobra wydajnos¢ ekstrakcji. Ponadto, uzycie

wyparki prézniowej skrécito znacznie czas odparowania probki do okoto 15 minut.

Metody ekstrakcji antybiotykdw z zastosowaniem acetonitrylu zaréwno
z odparowaniem rozpuszczalnika na bloku grzejnym jak i na wyparce prozniowej okazaty
si¢ prawidlowe dla tych grup antybiotykéw. Ostatecznie zdecydowano si¢
na zastosowanie wyparki prézniowej ze wzgledu na minimalne lepsze wyniki odzysku,
zwlaszcza widoczne dla zwigzkow z grupy p-laktamow, skrocenie czasu analizy

oraz bardziej kontrolowany proces odparowywania.

W bardziej szczegdtowych tabelach (Tabela A 1 i Tabela A 2) mozna zauwazy¢,
ze uzyskane stgzenia antybiotykdéw w trzech réznych gatunkach (bydto, kurczak, Swinia)
nie roznity si¢ od siebie znaczaco. Nie zaobserwowano takze znaczacych réznic

w odzyskach pomiedzy badanymi trzema poziomami stezen.

Tabela 15. Uzyskane odzyski w Doswiadczeniu 1 i Doswiadczeniu 2

) Sredni odzysk Sredni odzysk
Zwiazek Odzysk (%) Odzysk (%)
(%) (%)
DOSWIADCZENIE 1 DOSWIADCZENIE 2
Marbofloksacyna 96,7 101
Norfloksacyna 97,3 97,9
Ciprofloksacyna 96,3 101
Danofloksacyna 96,1 101
Enrofloksacyna 94,4 101
96,4 100
Sarafloksacyna 96,2 98,6
Difloksacyna 98,2 101
Kwas oksolinowy 96,1 99,6
Kwas nalidyksowy 96,1 100
Flumechina 96,1 102
Sulfaguanidyna 97,2 99,8
Sulfadiazyna 98,0 100
96,6 101
Sulfametoksypirydazyna 95,3 102
Sulfametazyna 96,0 101
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Sulfatiazol 95,7 101
Sulfamonometoksyna 98,2 101

Sulfadoksyna 97,1 102
Sulfachinoksalina 93,8 99,3
Sulfadimetoksyna 96,9 101

Sulfametoksazol 95,8 101

Sulfamerazyna 98,7 102

Amoksycylina 90,6 97,6

Ampicylina 90,8 98,1

Penicylina G 92,1 101

Penicylina V 92,3 101

Oksacylina 88,9 102

Kloksacylina 89,4 99,2

Nafcylina 88,2 99,2

Dikloksacylina 96,1 90,3 100 100
Cefapiryna 90,7 98,2

Ceftiofur 91,3 102

Cefkwinom 88,2 99,5

Cefalonium 88,2 99,4

Cefazolina 89,4 99,9

Cefaleksyna 88,3 97,9

Cefoperazon 90,4 99,8

Tylozyna 96,9 101

Erytromycyna 94,5 96,5

Spiramycyna 97,9 101

Tylmikozyna 99,0 78 101 4
Jozamycyna 96,6 101

Tulatromycyna 90,2 96,1

Trimetoprim 94,5 94,5 97,2 97,2
Tiamulina 93,7 93,7 99,8 99,8
Tetracykliny Niski odzysk (<50%) Niski odzysk (<50%)
Linkomycyna Niski odzysk (<50%) Niski odzysk (<50%)
Aminoglikozydy Zwiazki nie zostaty Zwiazki nie zostaty

wyekstrahowane wyekstrahowane
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Poroéwnanie wynikéw otrzymanych w Do$wiadczeniach 3 1 4 przedstawiono
w kolejnej tabeli (Tabela 16). Warunki ekstrakcji, obejmujace uzycie kwasu
trichlorooctowego (TCA), okazaly si¢ optymalne dla tetracyklin, linkomycyny
oraz aminoglikozydow. W do$wiadczeniach tych zbadano takze wptyw stezenia kwasu
na efektywnos¢ ekstrakcji, porownujac dziatanie 5% TCA oraz 2% TCA. Wyzsze stezenia
wyekstrahowanych antybiotykow w analizowanych probkach otrzymano po ekstrakcji
probek miesni kwasem o wyzszym stezeniu (5% TCA w Dos$wiadczeniu 3).
Zaobserwowano, ze zastosowanie 2% TCA zmniejszyta wartos¢ odzysku, co potwierdza,
ze nizsze stezenie kwasu bylo mniej skuteczne w ekstrakcji tych grup antybiotykow.
Uzyskane wyniki udowadniaja, ze 5% TCA jest odpowiedni dla ekstrakcji z tkanki

migsniowej antybiotykéw z grupy tetracyklin, aminoglikozydow oraz linkomycyny.

Tak jak w poprzednich do$§wiadczeniach, wyniki uzyskane w Dos$wiadczeniu 3
oraz 4 przedstawiono w tabelach: Tabela A 3 i Tabela A 4. Uzyskane st¢zenia tetracyklin,
aminoglikozydéw i linkomycyny w trzech réznych gatunkach (bydto, kurczak, swinia)
byly na zblizonym poziomie. Nie zaobserwowano rowniez znaczacych rdznic

w odzyskach pomigdzy badanymi trzema poziomami st¢zen.

Tabela 16. Uzyskane odzyski w Doswiadczeniu 3 i Doswiadczeniu 4

Odzysk Sredni odzysk Odzysk Sredni odzysk

Zwiazek
(%) (%) (%) (%)
DOSWIADCZENIE 3 DOSWIADCZENIE 4

Oksytetracyklina 98,7 89,5
4-epioksytetracyklina 99,3 89,4
Tetracyklina 100 83,7
4-epitetracyklina 97,9 99.0 82,3 87,3
Chlorotetracyklina 99,5 90,3
4-epichlorotetracyklina 99,8 89,9
Doksycyklina 97,6 85,9
Linkomycyna 98.6 98,6 86,7 86,7
Spektynomycyna 100 83,5
Streptomycyna 102 82,6
Dihydrostreptomycyna 97,5 99,0 84,6 87,2
Kanamycyna A 96,8 91,2
Paromomycna 98,4 92,2
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Neomycyna 98,5 91,6

Gentamycyna 99,9 84,7

Fluorochinolony Odzysk okoto 60% Odzysk okoto 60%
Sulfonamidy Odzysk okoto 70% Odzysk okoto 60%
B-laktamy Niski odzysk (<50%) Niski odzysk (<50%)
Makrolidy Niski odzysk (<50%) Niski odzysk (<50%)
Trimetoprim Odzysk okoto 70% Odzysk okoto 60%
Tiamulina Niski odzysk (<50%) Niski odzysk (<50%)

Kolejnym etapem badan bylo przetestowanie wybranych metod ekstrakcji
acetonitrylem i kwasem trichlorooctowym na mleku krowim oraz nerkach bydta i §win.
Celem badan byto sprawdzenie, czy opracowane warunki ekstrakcji dla migéni,
sg rowniez odpowiednie dla mleka oraz nerek, matryc o odmiennych wtasciwos$ciach
fizykochemicznych niz tkanka mig$niowa. Testy przeprowadzono osobno dla mleka

1 osobno dla nerki.

Dla mleka i nerek przygotowano po 6 probek na kazdy poziom, dla nerek byty to
3 probki od bydta 1 3 probki od $win. Tak jak dla migéni podzielono je na trzy grupy
odpowiadajace poziomom stezen 0,5 MRL, 1 MRL oraz 1,5 MRL. Dla kazdej matrycy
przygotowano takze probke S$lepa, aby wykluczy¢ ewentualne zanieczyszczenie

pochodzace od tla.

Do kazdej probki badanej oraz probki slepej dodano po 100 pl wzorca
wewnetrznego, natomiast do probek badanych dodano takze odpowiednie objgtosci
mieszaniny wzorcow (50 ul, 100 pl, 150 pl) zgodnie z wyznaczonymi poziomami stgzen.
Nastepnie przeprowadzono badania zgodne z Doswiadczeniem 2 oraz 3. Testowano
grupy  antybiotykéw,  odpowiadajace  zastosowanej  metodzie  ekstrakcji.
W Doswiadczeniu 2, czyli ekstrakcji z zastosowaniem MeCN, oznaczano
fluorochinolony, sulfonamidy, B-laktamy, makrolidy, natomiast w Do$wiadczeniu 3
(ekstrakcja 5% TCA) oznaczano tetracykliny, linkozamidy (linkomycyng)
1 aminoglikozydy. W mleku nie oznaczano trimetoprimu, tiamuliny oraz tulatromycyny,
a w nerce nie oznaczano tiamuliny. W trakcie prowadzenia badan oraz walidacji
antybiotyki te nie byly uwzglednione w planach monitoringowych oraz wytycznych

Gloéwnego Lekarza Weterynarii.
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Wyniki badan ekstrakcji antybiotykow w mleku i nerkach na poszczegdlnych
poziomach stezen przedstawiono w tabelach: Tabela A 5 oraz Tabela A 6. Wyniki
uzyskanych $rednich stezen zestawiono w tabelach: Tabela 17 1 Tabela 18. Pozwolito
to oceni¢ opracowane metody ekstrakeji dla mleka 1 nerek oraz porownac ich skutecznosé
w roznych matrycach. Wizualne poréwnanie skuteczno$ci ekstrakcji antybiotykow

z testowanych matryc (mig$nie, mleko i nerki) przedstawia Wykres 2.

Wykres 2. Porownanie Srednich odzyskow antybiotykow w mleku, nerkach i miesniach
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Tabela 17. Uzyskane odzyski ekstrakcji antybiotykow 7 mleka krowiego

Zwiazek Odzysk Zwiazek Odzysk (%) Sredni odzysk
(%) (%)
Fluorochinolony
Marbofloksacyna 98,5 Sarafloksacyna 99,8
Norfloksacyna 97,7 Difloksacyna 101
Ciprofloksacyna 99,7 Kwas oksolinowy 98,8 99,1
Danofloksacyna 97,9 Kwas nalidyksowy 98,8
Enrofloksacyna 99,7 Flumechina 99,2
Sulfonamidy
Sulfaguanidyna 97,4 Sulfadoksyna 98,9
Sulfadiazyna 98,4 Sulfachinoksalina 98,4
Sulfametoksypirydazyna 98,0 Sulfadimetoksyna 98,5 98.6
Sulfametazyna 100 Sulfametoksazol 100
Sulfatiazol 99,0 Sulfamerazyna 97,9
Sulfamonometoksyna 98,1
B-laktamy

Amoksycylina 95,8 Cefapiryna 99,1
Ampicylina 98,4 Ceftiofur 97,7 97,0
Penicylina G 93,8 Cefkwinom 94,9
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Penicylina V
Oksacylina
Kloksacylina
Nafcylina
Dikloksacylina

Tylozyna
Erytromycyna

Spiramycyna

Oksytetracyklina
4-epioksytetracyklina
Tetracyklina
4-epitetracyklina

Linkomycyna

Spektynomycyna
Streptomycyna
Dihydrostreptomycyna
Kanamycyna A
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98,2
97,1
98,5
98,4
95,2

96,1
96,5
97,7

98,2
97,3
97,8
97,9

98,9

98,2
97,8
96,3
97,5

Cefalonium
Cefazolina
Cefaleksyna

Cefoperazon

Makrolidy
Tylmikozyna

Jozamycyna

Tetracykliny
Chlorotetracyklina
4-epichlorotetracyklina
Doksycyklina

Linkozamidy

Aminoglikozydy
Paromomycna
Neomycyna

Gentamycyna

Tabela 18. Uzyskane odzyski ekstrakcji antybiotykow z nerek

Zwiazek

Marbofloksacyna
Norfloksacyna
Ciprofloksacyna
Danofloksacyna

Enrofloksacyna

Sulfaguanidyna
Sulfadiazyna
Sulfametoksypirydazyna
Sulfametazyna
Sulfatiazol

Sulfamonometoksyna

Amoksycylina
Ampicylina
Penicylina G
Penicylina V

Odzysk
(%)

89,6
91,3
86,6
85,6
85,8

92,1
92,8
92,5
89,7
90,6
91,3

86,1
86,8
85,0
87,4

Zwiazek

Fluorochinolony
Sarafloksacyna
Difloksacyna
Kwas oksolinowy
Kwas nalidyksowy
Flumechina

Sulfonamidy
Sulfadoksyna
Sulfachinoksalina
Sulfadimetoksyna
Sulfametoksazol

Sulfamerazyna

B-laktamy
Cefapiryna
Ceftiofur
Cefkwinom

Cefalonium

100

95,9
97,8
95,8
97,6

96,2
96,9

98,1
97,3
97,4

97,2
98,3
96,7

Odzysk (%)

88,5
87,5
87,9
87,8
88,8

91,9
90,4
89,6
90,0
91,2

87,6
91,3
87,9
84,6

96,7

97,7

98,9

97,4

Sredni odzysk
(%)

87,9

91,1

87,4
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Oksacylina 88,6 Cefazolina 89,6

Kloksacylina 87,2 Cefaleksyna 86,7

Nafcylina 87,7 Cefoperazon 86,8

Dikloksacylina 87,5

Makrolidy

Tylozyna 88,7 Tylmikozyna 94,1

Erytromycyna 91,1 Jozamycyna 89,5 90,7
Spiramycyna 90,1 Tulatromycyna 90,4

Diaminopirymidyny
Trimetoprim 85,9 85,9
Tetracykliny

Oksytetracyklina 90,8 Chlorotetracyklina 95,2
4-epioksytetracyklina 91,7 4-epichlorotetracyklina 94,2 933
Tetracyklina 95,4 Doksycyklina 91,3

4-epitetracyklina 94,3

Linkozamidy
Linkomycyna 87,7 87,7
Aminoglikozydy

Spektynomycyna 85,8 Paromomycna 86,2

Streptomycyna 87,2 Neomycyna 86,8 86.3
Dihydrostreptomycyna 86,1 Gentamycyna 84,0

Kanamycyna A 87,8

W doswiadczeniach z probkami mleka krowiego uzyskano dobre i powtarzalne
odzyski dla badanych substancji przeciwbakteryjnych, co potwierdza efektywnos$¢
opracowanych metod ekstrakcji oraz to, ze matryca mleka nie wplywa istotnie
na skutecznos$¢ ekstrakcji w porownaniu do probek migsni. W przypadku nerek od bydta
1 $win uzyskane odzyski antybiotykow ksztaltowaly si¢ na nieco nizszym poziomie niz
w migsniach 1 mleku, co moze wynika¢ z réznic w sktadzie matrycy, ktore moga
oddziatywac z antybiotykami 1 zmniejsza¢ skuteczno$¢ ekstrakcji tych zwigzkow. Mimo
to, zastosowane metody ekstrakcji pozwolity na uzyskanie akceptowalnych odzyskow dla

probek nerek.

Probki slepe przygotowane dla kazdego rodzaju matrycy (mig$nie, mleko,
nerki) potwierdzity brak zanieczyszczenia tta zard6wno dla ekstrakcji acetonitrylem jak
1 kwasem trichlorooctowym. Jest to dowdd na to, ze obie metody ekstrakcji dostatecznie

minimalizujg wptyw matrycy, co jest istotnym aspektem w analizach LC-MS/MS.

Podsumowujac celem tych badan byto opracowanie metody ekstrakcji, ktéra

zapewni powtarzalne i akceptowalne odzyski dla wymaganych w badaniach zywnosci
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pochodzenia zwierzgcego antybiotykach. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen
ostatecznie wybrano dwa optymalne podejscia, dostosowane do réznych matryc, takich
jak miegénie (rézne gatunki zwierzat), mleko oraz nerki (bydlece 1 s$winskie).
Dla fluorochinolonéw, sulfonamidow, p-laktamow, makrolidow, trimetoprimu
1 tiamuliny optymalng metoda okazato si¢ zastosowanie warunkéw z Doswiadczenia 2,
czyli ekstrakcja acetonitrylem i odparowanie na wyparce prozniowej. Dla tetracyklin,
aminoglikozydow 1 linkomycyny najlepsze wyniki uzyskano w Doswiadczeniu 3,
w ktoérym zastosowano 5% roztwor TCA. Zastosowanie tych dwoch metod ekstrakcji
antybiotykdw pozwolilo uzyska¢ powtarzalne i wysokie odzyski dla wszystkich
wymienionych grup antybiotykéw, a takze potwierdzito ich uniwersalnos¢ dla trzech

réznych matryc: mig$ni, mleka i nerek.
5.3.4. Ocena skutecznosci metody — krzywe wzorcowe i chromatogramy

W celu oceny skuteczno$ci opracowanej metody przygotowano probki miesni,
do ktérych dodano wzorzec wewnetrzny oraz odpowiednie ilosci wzorcdéw antybiotykow,
tak aby uzyskac stezenia odpowiadajace trzem poziomom: 0,5 MRL, 1 MRL oraz
1,5 MRL, przygotowano takze probke $lepa. Mieszaning wzorcowa przygotowano
zgodnie z Tabela 7, a iloSci wzorcow dodano do probek migsni zgodnie z Tabela 10.
Nastepnie przeprowadzono dwie opracowane metody ekstrakcji (MeCN oraz TCA).

Przygotowane probki poddano analizie LC-MS/MS w zoptymalizowanych warunkach.

Na wykresach (Wykres 3) przedstawiono krzywe wzorcowe dla kazdego
antybiotyku, utworzone w programie MassLynx (Waters) na podstawie analizy probek
fortyfikowanych. W oznaczeniach zastosowano metode ze wzorcem wewnetrznym.
Liniowos$¢ uzyskanych krzywych wzorcowych oceniono na podstawie wspolczynnika
korelacji r > 0,98, warto$¢ ta zostata przyjeta jako kryterium oceny. Dla wszystkich
substancji przeciwbakteryjnych uzyskano satysfakcjonujagce wyniki, co potwierdza
prawidtowe warunki analizy LC-MS/MS, a takze prawidlowa liniowos¢ w wymaganym

zakresie stezen.

Tabela 19 przedstawia chromatogramy dla poszczegdlnych antybiotykow.
Potwierdzaja one dobre rozdzielenie oraz intensywno$¢ sygnatu dla poszczegoélnych

zwigzkow.
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Wykres 3. Wykresy krzywych wzorcowych dla analizowanych antybiotykow
Antybiotyki po ekstrakcji MeCN

Compound name: Marbofloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.999371, r*2 = 0.998743

Calibration curve: 0.55865 * x + 0.439858

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Norfloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.999846, r"2 = 0.999692

Calibration curve: 0.379388 * x + 0.186122

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Gurve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Ciprofloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.997142, r*2 = 0.994292

Calibration curve: 0.522398 * x + -2.18444

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Flumechina

Correlation coefficient: r = 0.999330, r"2 = 0.998660

Calibration curve: 2.07469 * x + 2.45537

Response type: Intemnal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfaguanidyna

Correlation coefficient: r = 0.997917, r'2 = 0.995838

Calibration curve: 0.315591 * x + -0.951146

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfadiazyna

Correlation coefficient: r = 0.999459, r*2 = 0.998919

Calibration curve: 0.453375 * x + -0.440861

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Danofloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.998504, r"2 = 0.997011

Calibration curve: 0.134249 * x +-0.407805

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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140
Compound name: Enrofloksacyna
Correlation coefficient: r = 0.998659, r'2 = 0.997321
Calibration curve: 0.17505 * x +-0.194897

Response type: Intemal Std  Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound hame: Sarafloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.999089, rA2 = 0.998178

Calibration curve: 0.780875 * x + -0.308181

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfametoksypirydazyna

Correlation coefficient: r = 0.999868, r*2 = 0.999736

Calibration curve: 1.71476 * x + 0.13184

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Compound name: Sulfametazyna

Correlation coefficient: r = 0.999381, rA2 = 0.998763

Calibration curve: 0.688119 * x + -0.952969

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfatiazol

Correlation coefficient: r = 0.999774, r2 = 0.999548

Calibration curve: 1.85882 * x +-1.30808

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Difloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.997134, r'2 = 0.994276

Calibration curve: 0.953312 * x + -14.822

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None
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Gompound name: Kwas oksolinowy

Correlation coefficient: r = 0.999507, r'2 = 0.999015

Calibration curve: 0.585782 * x + -0.196442

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Kwas nalidyksowy

Correlation coefficient: r = 0.998751, r"2 = 0.997504

Calibration curve: 4.76891 * x + 2.8522

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None

Compound name: Sulfamonometoksyna

Correlation coefficient: r = 0.999754, r*2 = 0.999509

Calibration curve: 1.12062 * x + -0.805632

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area " ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Compound name: Sulfadoksyna

Correlation coefficient: r = 0.999272, r'2 = 0.998544

Calibration curve: 4 68027 * x + 10.571

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfachinoksalina

Correlation coefficient: r = 0.999526, r2 = 0.999052

Calibration curve: 0.406131 * x + -0.354911

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfadimetoksyna

Correlation coefficient: r = 0.999526, r*2 = 0.999051

Calibration curve: 4.16143 * x + .0.710054

Response type: Internal Std ( Ref45 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response

1
5

Compound name: Amoksycylina

Correlation coefficient: r = 0.994944, r"2 = 0.989913

Calibration curve: 0.193525 * x + -0.323421

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Gonc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Ampicylina

Correlation coefficient: r = 0.998957, r"2 = 0.997915

Calibration curve: 0.935378 * x + -1.10762

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Con. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Penicylina G

Correlation coefficient: r = 0.998209, r"2 = 0.996421

Calibration curve: 0.163174 * x + -0.290771

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Ceftiofur

Correlation coefficient: r = 0.998189, r*2 = 0.996382

Calibration curve: 0.0884704 * x + -2.55843

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Cone. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Cefkwinom

Correlation coefficient: r = 0.997750, r*2 = 0.995506
Calibration curve: 0.0209334 * x + 0.0148698
Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area " ( IS Conc. /IS Area )

Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None
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Compound name: Cefalonium

Correlation coefficient: r = 0.895085, r*2 = 0.990193

Calibration curve: 0.218199 * x + 0.0256047

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None
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Compound name: Sulfametoksazol

Correlation coefficient: r = 0.899612, 1*2 = 0.999225

Calibration curve: 0.915678 * x + -0.684298

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None
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Compound name: Penicylina V

Correlation coefficient: r = 0.996342, "2 = 0.992697

Calibration curve: 0.488915 * x + -0.596811

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area ™ ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Oksacylina

Correlation coefficient: r = 0.998289, r*2 = 0.996580

Calibration curve: 0.792895 * x + -7.98649

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Kloksacylina

Correlation coefficient: r = 0.998013, "2 = 0.996029

Calibration curve: 0.601537 * x + -6.45802

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Cefazolina

Correlation coefficient: r = 0.997041, r*2 = 0.994091

Calibration curve: 0.190333 * x +-0.386061

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Cefaleksyna
Correlation coefficient: r = 0.995202, r*2 = 0.990427
Calibration curve: 0.239434 * x +-2.00139
Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Cefoperazon

Correlation coefficient: r = 0.998136, r*2 = 0.996275

Calibration curve: 0.288166 * x +-0.516611

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Gono. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfamerazyna

Correlation coefficient: r = 0.999239, r'2 = 0.998478

Calibration curve: 1.05285 * x + 0.0469339

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Nafcylina

Correlation coefficient: r = 0.995211, r*2 = 0.990445
Calibration curve: 1.1673 * x + -18.9846

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Dikloksacylina

Correlation coefficient: r = 0.996174, r*2 = 0.992363

Calibration curve: 0.463429 * x + -6.66913

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Gefapiryna

Correlation coefficient: r = 0.996996, r*2 = 0.994002

Calibration curve: 0.0319364 * x +-0.0446846

Response type: Intemal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Compound name: Tylozyna

Correlation coefficient: r = 0.995711, r*2 = 0.991441

Calibration curve: 1.85927 " x + -4.21841

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Compound name: Erytromycyna

Correlation coefficient: r = 0.991862, r'2 = 0.983790

Calibration curve: 1.53409 * x + -34.1906

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Spiram

Correlation coefficient: r = 0.995035, r*2 = 0.990094

Calibration curve: 0.773492 " x + 8.48934

Response type: Internal Std { Ref 45 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None
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Compound name: Tyimikozyna

Correlation cosfficient: r = 0.995676, "2 = 0.991371

Calibration curve: 2.77392 * x + -6.84832

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Trimetoprim

Correlation coefficient: r = 0.998041, r*2 = 0.996086

Calibration curve: 0.464266 * x + 0.439225

Response type: Internal Std { Ref 45 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Jozamycyna

Correlation coefficient: r = 0.997212, r*2 = 0.994432

Calibration curve: 2.02139 * x + -8.62589

Respanse type: Internal Std { Ref 45 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

600

Respanse
&

8

‘Compound name: Tiamulina

Correlation coefficient: r = 0.994022, r*2 = 0.988079

Calibration curve: 2.68434 * x + -6.0216

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response

Compound name: Tulatromycyna

Correlation coefficient: r = 0.994200, r*2 = 0.988434

Calibration curve: 0.613966 * x + -1.82141

Response type: Internal Std ( Ref 45 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Antybiotyki po ekstrakcji TCA

Compound name: Oksytetracyklina

Correlation coefficient: r = 0.997475, r*2 = 0.994956

Calibration curve: 0.783758 * x +-1.47121

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Correlation coefficient: r = 0.997475, r*2 = 0.994956

Calibration curve: 0.783756 " x + -1.47098

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Tetracyklina

Correlation coefficient: r = 0.997608, r*2 = 0.995218

Calibration curve: 1.04328 * x + -2.49394

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * (IS Cone. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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‘Compound name: Streptomycyna

Correlation coefficient. r = 0.994557, r'2 = 0.989144

Calibration curve: 0.0272486 * x + -0.755093

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Paromomycyna

Correlation coefficient: r = 0.998833, r'2 = 0.897867

Calibration curve: 0.144914 * x + -0.895442

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
‘Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response

Compound name: 4-epitetracyklina

Correlation coefficient: r = 0.999204, r*2 = 0.998408

Calibration curve: 0.676026 * x + -0.772897

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * { IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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C d name: C fklina

Correlation coefficient: r = 0.997183, r*2 = 0.994374

Calibration curve: 1.30904 * x + 5.04973

Response type: Internal Std  Ref 16 ), Area * (IS Conc. / 1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

200

Response
3

o 20 4 60 80 100
Compound name: 4-epichlorotetracyklina
Correlation coefficient: r = 0.995297, r*2 = 0.990615

Calibration curve: 0.160897 * x + 0.981117

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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‘Compound name: Dihydrosireptom:

Correlation coefficient: r = 0.985181, r'2 = 0.990385

Calibration curve: 0.0535056 * x + -0.954445

Response type: Internal Std { Ref 16 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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‘Compound name: Neom a

Correlation coefficient: r = 0.998532, r*2 = 0.997066

(Calibration curve: 0.110844 * x + -1.09567

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Doksycyklina

Correlation coefficient. r = 0.992576, r"2 = 0.985208

Calibration curve: 2.76128 * x + 9.96257

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Linkomycyna

Correlation coefficient: r = 0.996134, r"2 = 0.992284

Calibration curve: 7.31286 * x + -49.6762

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * ( IS Conc. / 1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

10

T

Respanse

Compound name: Spektynomycyna

Correlation coefficient: r = 0.995568, r*2 = 0.991156

Calibration curve: 0.280527 * x + -2.97447

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

x

Respanse
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0 50

) Gone
400 450

T
100 150 200 250 300 350

Compound name: Kanamycyna

Carrelation coefficient: r = 0.995484, r'2 = 0990988

Calibration curve: 0.102946 * x + -0.530535

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

15. %

| Cone

120 140

‘Compound name: Gentamycyna
Correlation coefficient: r = 0.994272, r*2 = 0.988576
Calibration curve: 0.0733187 * x + -0.169498

Response type: Internal Std ( Ref 16 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

x
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Tabela 19. Chromatogramy oznaczanych antybiotykéw — matryca miegsnie

Antybiotyki po ekstrakcji MeCN

Marbofloksacyna Norfloksacyna
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+ miesnie FA:MRM of 32 channels ES+
363.1>320.1 320.1>233
100 2.141e+006 100 7.948e+006
A A
0=y ‘I T min 0= ‘I T ‘ T T min
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+ miesnie F4:MRM of 32 channels ES+
363.1>345.2 320.1>302.1
100 2.500e+006 100 2.302e+006
A ]
0=y ‘I T min 0= |I [ e Min
4.50 5.00 550 6 450 500 550 6.00
Danofloksacyna Enrofloksacyna
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+ miesnie F4-MRM of 32 channels ES+
358.1>255 360.1>286
100 4.538e+006 100 4.847e+006
% %
0t min 0 e e e min
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+ miesnie F4 MRM of 32 channels ES+
358.1>340.1 360.1>342.1
100 3.846e+006 100 2.486e+006
% %
O e min o min
4.50 5.00 550 6.00 4.50 5.00 550 6.00

Difloksacyna
miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+
400.1>356.2

7.379e+006

100
%
min

Kwas oksolinowy

miesnie F3:MRM of 27 channels ES+
262.1>2441
1.894e+006

100
%
0 min

miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+ miesnie F3:MRM of 27 channels ES+

400.1>382.1 262.1>216

100 5.128e+006 100 2.285e+005
% %

min O T min

5.00 6.00 7.00 500 6.00 7.00
Flumechina Sulfaguanidyna

miesnie F2:MRM of 20 channels ES+ miesnie F1-MRM of 13 channels ES+

262.1>202 215.1>108

100 1.246e+007 100 7.028e+006
Y% %

0 e e e e min O e e min

miesnie F2:MRM of 20 channels ES+ miesnie F1:MRM of 13 channels ES+

262 12244 11 215.1>156

100 2.321e+007 100 1.477e+006
Y% %

0 e e e min 0 min

7.00 8.00 9.00 100 200 300 400

Sulfametoksypirydazyna

Sulfametazyna

miesnie F4:MRM of 32 channels,ES+  miesnie F4:MRM of 32 channels, ES+
281.1>156.05 279.1>108
100 55y 4262e%006 oo 1.622e+006
% %
min 0 min
miesnie F4:MRM of 32 channels, ES+ miesnie F4:MRM of 32 channels ES+
281.1>108 279.1>156
100 5.59 2.732e+006 100 1.654e+006
% %
min 0 min
4.50 5.00 5.50 6.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Sulfamonometoksyna Sulfadoksyna
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+ miesnie F3:MRM of 27 channels ES+
281.1>108 311.1>156.01
100 517 273264006 00 g3 1154e+007
= AA 4 A
0= T T min 0= anamss T T min
miesnie F4:MRM of 32 channels, ES+ miesnie F3:MRM of 27 channels,ES+
281.1>156 311.1>108.01
100 517 3.938e+006 100 6.83 4.421e+006
= A - I VI A
O b e min 0= SnaEEs T T min
450 5.00 550 i 5.00 6.00 7.00

106

Ciprofloksacyna
miesnie F4A:MRM of 32 channels ES+
332.1>231
100 1.485e+006
4 A
0 e e min
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+
332.1>314.1
100 1.729e+006
1
0= ‘ T . [T min
450 5.00 550 6.00
Sarafloksacyna
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+
386.1>368.1
100 6.439¢+005
%
e e e min
miesnie F4'MRM of 32 channels ES+
386.1>348
100 8.905e+004
%
e min
4.50 5.00 5.50 6.00

Kwas nalidyksowy
miesnie F2:MRM of 20 channels ES+
233.1>187
3.112e+007

100
%
min

miesnie F2:MRM of 20 channels, ES+
233.1>215.1
100 2.028e+007
%3 >
min
7.00 8.00 9.00

Sulfadiazyna

miesnie F1:MRM of 13 channels ES+

251.1>108

100 3.481e+006
%

O e e e min

miesnie F1-:MRM of 13 channels ES+

251.1>156

100 2.664e+006
%

min

100 200 300 400
Sulfatiazol

miesnie F1:MRM of 13 channels,ES+

256.1>156

4.828e+006

100
Y%
min

miesnie F1:MRM of 13 channels,ES+
256.1>108
100 2.099e+006
U
W&J’ min
100 200 300 4.00

Sulfachinoksalina
miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+

301.1>108
100
b A
0 TN

9 969e+006
T T T T T

T min

miesnie F3:MRM of 27 channels,ES+
301.1>156
100 2.134e+006
" \
0= T T e T min
500 6.00 7.00
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Sulfadimetoksyna

Sulfametoksazol

miesnie F3:MRM of 27 channels ES+ miesnie F3:MRM of 27 channels,ES+
311.1>156 254.1>108
100 6.00 9.806e006 o 2.198e+006
% %
min 0 min
miesnie F3:MRM of 27 channels ES+ miesnie F3:MRM of 27 channels,ES+
311.1>108 254.1>156
100 6.00 4.324e+006 100 3.231e+006
% %
min 0 min
5.00 6.00 7.00 5.00 6.00 7.00
Amoksycylina Ampicylina
miesnie F1:MRM of 13 channels ES+ miesnie FA:MRM of 32 channels,ES+
366.1>349.1 350.1>106
100 3.349e+005 100 1.425e+006
"/% 273 & %3
min ik i
miesnie F1:MRM of 13 channels ES+ miesnie F4:MRM of 32 channels,ES+
366.1>208.1 350.1>160
100 1.424e+005 100 4.971e+005
[} 9 5.11
» 077 ' f% \/\| 534
min O e R min
100 200 3.00 400 4.50 5.00 5.50 6.00
Penicylina V Oksacylina
miesnie F2:MRM of 20 channels, ES+ miesnie F2:MRM of 20 channels ES+
351.1>114 402.1>243.1
100 4.098e+006 100 9.664e+006
% %%
R min 0 R min
miesnie F2:MRM of 20 channels, ES+ miesnie F2:MRM of 20 channels,ES+
351.1>160 402.1>160
100 9.963e+005 100 7.043e+006
% Yor
O e min e min
7.00 8.00 9.00 7.00 8.00 9.00
Nafcylina Dikloksacylina
miesnie F2:MRM of 20 channels, ES+ miesnie F2:MRM of 20 channels ES+
415.1>171 470>160
100 1.260e+007 100 3.050e+006
% %%
[y; m..mm.‘.".“.‘.!“.‘.‘.‘.‘ min 0 .m,.u..‘.“‘.‘.‘.‘.‘}..1.“.‘.mm
miesnie F2:MRM of 20 channels, ES+ miesnie F2:MRM of 20 channels,ES+
415.1>199 470>311
100 7.297e+006 100 1.893e+006
% Y%
Y m.‘.m‘m.‘.".“.‘.‘.“.‘.‘.‘.‘ min 0 .m,.u.‘.m".‘.‘.‘."‘..".“.‘.mm
7.00 8.00 9.00 7.00 8.00 9.00
Ceftiofur Cefkwinom
miesnie F3:MRM of 27 channels ES+ miesnie F1:MRM of 13 channels ES+
524.1>125 530.1>125
100 9.723e+006 100 2.769e+005
e min 0 min
miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+ miesnie F1:MRM of 13 channels ES+
524 1>241 530.1>134
100 2.792e+006 100 9.943e+004
% %
. |
mmm O~ T T T min
5.00 6.00 7.00 100 200 300 400
Cefazolina Cefaleksyna
miesnie F4:MRM of 32 channels, ES+ miesnie F4MRM of 32 channels ES+
455>323.1 348.1>158
100 2.438e+005 100 1.109e+006
% %%
B Emaaa e I st e —— i
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+ miesnie F4:MRM of 32 channels, ES+
455>156 348.1>106
100 1.385e+005 100 2.794e+005
% %
e i 0= e min
450 5.00 550 6.00 4.50 5.00 5.50 6.00

107

Sulfamerazyna
miesnie F4:MRM of 32 channels,ES+
265.1>108
2.646e+006

100
%
min

miesnie F4:MRM of 32 channels,ES+
265.1>156
100 3.248e+006
%
min
450 5.00 5.50 6.00
Penicylina G
miesnie F2:MRM of 20 channels,ES+
335.1>176
100 2.687e+005
€
Ve e min
miesnie F2:MRM of 20 channels,ES+
335.1>160
100 2.110e+005
a4 )
e i
7.00 8.00 9.00
Kloksacylina
miesnie F2:MRM of 20 channels ES+
436.1>160
100 5.761e+006
0/6%
e min
miesnie F2:MRM of 20 channels,ES+
436.1>277 1
100 5.907e+006
%
e e min
7.00 8.00 9.00
Cefapiryna
miesnie F1:MRM of 13 channels ES+
424.1>124
100 0.82 2.012e+005
%
min
miesnie F1:MRM of 13 channels,ES+
424.1>152
100 1.213e+005
0
%1 om
min
100 200 300 400
Cefalonium
miesnie F4:MRM of 32 channels,ES+
459.1>152
100 7.112e+005
%
R e e s T
miesnie F4:MRM of 32 channels,ES+
459.1>337 1
100 1.351e+005
%
0 T min
4.50 5.00 5.50 6.00
Cefoperazon
miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+
646.1>143
100 1.208e+006
%
e ey P
miesnie F3:MRM of 27 channels,ES+
646.1>530.2
100 9.645e+005
=N
U e N
5.00 6.00 7.00
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Tylozyna Erytromycyna
miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+ miesnie F3:MRM of 27 channels ES+
916.5>174.1 734.6>158
100 2.254e+006 100 4.105e+006
s . A,
0= T T T T T min 0= T T T T T min
miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+ miesnie F3:MRM of 27 channels ES+
916.5>772.5 734.6>576.5
100 4.553e+005 100 1.617e+006
% 6.48 %é
min e e i
5.00 6.00 7.00 5.00 6.00 7.00
Tylmikozyna Jozamycyna
miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+ miesnie F2:MRM of 20 channels ES+
869.6>174.11 828.6>174.1
100 1.658e+006 100 9.258e+006
4 A €
0= T T T T min 0 Baaa T T T min
miesnie F3:MRM of 27 channels, ES+ miesnie F2:MRM of 20 channels ES+
869.6>696 6 828.6>229.1
100 6.390e+005 100 2.032e+006
1A :
0 ,\.H,.l.“.‘.‘. T min G.m‘m.‘.“‘.'l‘.‘.“.‘.‘.."lm.m|n
5.00 6.00 7.00 7.00 8.00 9.00
Trimetoprim Tiamulina
miesnie F4:MRM of 32 channels ES+ miesnie F2:MRM of 20 channels,ES+
292>231 494>119
5.569e+006 9.108e+006

100
%
min

miesnie F4:MRM of 32 channels ES+
292>262
100 9.036e+005
%
min
4.50 5.00 550 6.00

Oksytetracyklina

miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
461.2>426.2
3.652e+005

100
a1
O e min

miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
461.2>4433
100 1.496e+005
%
Q=P A P T min
2.00 4.00 6.00 8.00

4-epitetracyklina

miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
445.3>410.2
100 3.36 5.101e+005
%
O min
miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
445.3>427.2
100 3.36 2.393e+005
€
0 LLABAIRARES RARAS LAAR) RRAY ML ALY min
200 4.00 6.00 8.00

Doksycyklina
miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+
445 3428 2

7.327e+005

100
B/E % 3.1B$ 37 .
T min

miesnie F1:MRM of 26 channels, ES+
445.3>154
100 3.36 2.289e+005
o 3.19
min
200 4.00 6.00 8.00

100
%
0 min

miesnie F2:MRM of 20 channels, ES+
494>192
+
100 3.020e+006
%
0 min
7.00 8.00 9.00

Antybiotyki po ekstrakcji TCA

4-epioksytetracyklina

mieshie F1:MRM of 26 channels, ES+
461.2>426.2
3.652e+005

100
%
0 min

miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+
461.2>443.3
100 1.496e+005
%
O=rrrrprrrr e P T T min
200 400 600 800

Chlorotetracyklina

miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+
479.2>444 2
100 4.398e+005
o 387
0 min
miesnie F1:MRM of 26 channels, ES+
479.2>462.2
100 2.089e+005
I
0 IRABAN VBRI AR AR RN T min
200 4.00 6.00 8.00
Linkomycyna
miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+
407.3>126
100 2.546e+006
%
0Lt min
miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
407.3>359.3
100 2.256e+005
%
Q=TT T min
200 4.00 6.00 8.00

108

Spiramycyna

miesnie F3:MRM of 27 channels,ES+

843.7>1741

100 2 562e+006
%g A

6.33

¢ \I T I T T T T min

miesnie F3:MRM of 27 channels ES+

843.7>540

100 1.796e+005

1A
= ey min
5.00 6.00 7.00

Tulatromycyna

miesnie F4:MRM of 32 channels,ES+
806.6>158.1
100 8.386e+006
< I\
0 T min
miesnie F4 MRM of 32 channels ES+
806 6>577 4
100 2.303e+006
%
min
4.50 5.00 5.50 6.00
Sulfafenazol
miesnie F3:MRM of 27 channels ES+
315.1>156
Sulfafenazol _ 2.496e+006
100
212812.02
2.13e5
Y%
0t e e min
5.00 6.00 7.00

Tetracyklina

miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
4453>410.2
100 318 5.101e+005
0
e 435
min
miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
4453>427 2
100 318 2.393e+005
Y
min
2.00 4.00 6.00 8.00

4-epichlorotetracyklina

miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
479.2>444 2
100 4147 4.398e+005
%
min
miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
479.2>462.2
100 417 2.089e+005
4l
Y T T T T min
2.00 4.00 6.00 8.00
Spektynomycyna
miesnie F1:MRM of 26 channels, ES+
351.1>333 1
100 2.189e+005
%3 1.44
B e o e e T
miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
351.1>207 1
100 6.215e+004
g 1.39
|
O T T T T T min
200 4.00 6.00 8.00
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Streptomycyna Dihydrostreptomycyna Kanamycyna
miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+  miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+ miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+
582.3>263.1 584.3>263.1 485.3>163
100 7 117e+005 100 1.201e+006 100 4 456e+005
%% h 335 %% k "/%
1.80 . 1.91 .
Y T \A T T min 0 LA R LA RAAARLARA LAY | min ¢ (5 R LA AR KR AR R min
miesnie F1:MRM of 26 channels ES+ miesnie F1:MRM of 26 channels ES+ miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
582.3>246.1 584.3>246.1 4853>2051
100 3.815e+005 100 6.028e+005 100 i 1.027e+005
%3 Ls 35 %% 133 k %3 N ‘ft
O T T T min Ot e e min O rrrrprrrr e e e e e e min
200 400 6.00 800 200 400 600 800 200 400 6.00 800
Paromomycyna Neomycyna Gentamycyna
miesnie F1:MRM of 26 channels, ES+ miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+ miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
616.5>163 615.5>161.0 478.4>322.2
100 7.917e+005 100 9.235e+005 100 2.379e+005
5k o .
O e e e min 0= e min [ U el ]
miesnie F1:MRM of 26 channels ES+ miesnie F1:MRM of 26 channels,ES+ miesnie F1:MRM of 26 channels ES+
616.5>293.1 615.5>455.3 450.4>322.2
100 1.710e+005 100 5.195e+004 100 1.039e+005
%3 ﬂg&r %3 h %3 120 V87 h
Q=P PR T min Q=P e T min O e e e min
200 400 6.00 800 200 400 600 800 200 400 600 8.00
Sulfafenazol
miesnie F1:MRM of 26 channels, ES+
315.2>156
100+ Sulfafenazol 3.139e+005
] 25423 48
2.54e4
0]
0 T T Min
200 4.00 6.00 8.00

Wszystkie oznaczane substancje przeciwbakteryjne, za wyjatkiem oksytetracykliny
1 4-epioksytetracykliny, udalo si¢ skutecznie rozdzieli¢. Zoptymalizowana metoda nie
pozwala na rozdzielenie tych dwoch zwigzkéow, a wymagany MRL zgodnie
z ,,Rozporzqdzenie Komisji (UE) nr 37/2010 z dnia 22 grudnia 2009 r. w sprawie
substancji farmakologicznie czynnych i ich klasyfikacji pod wzgledem maksymalnych
limitow pozostatosci w Zywnosci pochodzenia zwierzecego ”’[6], wynosi dla ich sumy 100
png/kg dla miesni 1 mleka, a dla nerek 600 pg/kg. Dlatego do probek fortyfikowanych

dodawano jedynie oksytetracykling na poziomach odpowiadajagcym MRL.

Podczas optymalizacji procedury przeprowadzono réwniez osobne do§wiadczenia
dla 4-epioksytetracykliny w celu sprawdzenia poprawnosci jej ekstrakcji. Pozwolito to na
ocene odzyskow 1 potwierdzenie, ze metoda ekstrakcji kwasem trichlorooctowym jest

odpowiednia.
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5.4.Procedura badawcza oznaczania pozostatosci lekdw przeciwbakteryjnych

w jajach metoda chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas

Celem tej procedury jest przedstawienie metody oznaczania pozostatosci
antybiotykdw 1 chemioterapeutykdw w jajach. Obecno$¢ antybiotykéw w jajach
spozywanych przez ludzi moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla ich zdrowia.
W przypadku tej matrycy wartosci MRL sg wyznaczone tylko dla kilku antybiotykow,
wtym dla penicyliny V, tylozyny, erytromycyny, linkomycyny oraz tetracyklin
z wyjatkiem doksycykliny. Pozostate antybiotyki sa niedozwolone do stosowania.
Przyjete wartosci MRL na potrzeby opracowania i walidacji metody okreslono zgodnie

z wytycznymi krajowymi.

Opracowana procedura oznaczania antybiotykow w jajach opierata si¢ tym razem
na zastosowaniu jednej ekstrakcji dla wszystkich wymaganych zwigzkow,
w przeciwienstwie do procedury =zastosowanej dla migsni, mleka oraz nerek,
gdzie wykorzystano dwa podejscia. W przypadku jaj konieczne jest kontrolowanie
antybiotykéw z grupy B-laktamow, makrolidéw, pleuromutylin, sulfonamidow,

fluorochinolonéw, tetracyklin oraz linkozamidow.
I.  Przygotowanie roztworow roboczych do wzbogacenia probek

Roztwoér roboczy wzorca wewnetrznego (IS) sulfafenazolu (2 pg/ml) w wodzie
przygotowywano na biezgco. W tym celu pobierano 20 pl roztworu podstawowego
sulfafenazolu o stezeniu 1000 pg/ml do kolbki miarowej o pojemnosci 10 ml

1 uzupekiono woda do kreski.

Przygotowanie roztworow roboczych antybiotykow odbywato si¢ na biezaco,
z uwzglednieniem odpowiednich wartosci MRL lub przyjetych wartosci. Do kolbki
miarowej o pojemnosci 50 ml 1 10 ml dodawano odpowiednie ilosci wzorcodw, zgodnie
z wartosciami podanymi w tabeli (Tabela 20), po czym uzupetniano wodg destylowang

do kreski.
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Tabela 20. Ilosci wzorcow dodawane do roztworow roboczych — jaja

Zwiazek MRL/ Przygotowanie roztworu
przyjeta
warto$¢

1 Penicylina V 25 12,5 pl x 1000 pg/ml do 50 ml
2 Amoksycylina 50
3 Ampicylina 50
4 Penicylina G 50
5 Oksacylina 50
6 Kloksacylina 50
7 Nafcylina 50
8 Dikloksacylina 50
9 Cefapiryna 50
10 Ceftiofur 50
11 Cefkwinom 50
12 Cefalonium 50
13 | Cefazolina 50
14  Cefaleksyna 50
15  Cefoperazon 50
16 Sulfaguanidyna >0 25 ul x 1000 pg/ml do 50 ml
17  Sulfadiazyna 50
18  Sulfametoksypirydazyna 50
19  Sulfametazyna 50
20 | Sulfatiazol 50
21 | Sulfamonometoksyna 50
22 | Sulfadoksyna 50
23 | Sulfachinoksalina 50
24 | Sulfadimetoksyna 50
25 | Sulfametoksazol 50
26 | Sulfamerazyna 50
27 | Spiramycyna 50
28 | Tylmikozyna 50
29 | Jozamycyna 50
30 | Marbofloksacyna 50
31  Norfloksacyna 50
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32 | Ciprofloksacyna 50
33 | Enrofloksacyna 50
34 | Danofloksacyna 50
35 | Sarafloksacyna 50
36  Difloksacyna 50
37 Kuwas oksolinowy 50 25 ulx 1000 pg/ml do 50 ml
38 | Kwas nalidyksowy 50
39  Flumechina 50
40  Doksycyklina 50
41  Linkomycyna 50
42 Erytromycyna 150 75 pl x 1000 pg/ml do 50 ml
43 Tylozyna 200
44 Oksytetracyklina (suma oksytetracyklina 200
i 4-epioksytetracyklina)
45  Tetracyklina 200 20 ul x 1000 pg/ml do 10 ml
46  4epi-tetracyklina 200
47  Chlorotetracyklina 200
48  4epi-chlorotetracyklina 200
49  Tiamulina 1000 100 pl x 1000 pg/ml do 10 ml

II.  Przygotowanie i przechowywanie probek do badan

Probki jaj pobrane do badan przez Inspekcje Weterynaryjng z wojewodztwa
wielkopolskiego, zachodniopomorskiego oraz lubuskiego, po zarejestrowaniu 1 nadaniu
numeru badania bytly homogenizowane i dzielone na dwie cze$ci. Jedng czgs¢ (B),
oznakowang numerem badania i kierunkiem badania, przechowuje si¢ w zamrazarce,
aby nie ulegla zniszczeniu ani zepsuciu, a druga cze$¢ (A) przeznaczong do analizy,

do dnia badania réwniez przechowuje si¢ zamrazarce, ale innej niz czes¢ B.
III.  Probki matrycowe wolne od lekow przeciwbakteryjnych

Probki jaj, w ktorych wczesniej nie stwierdzono obecnosci lekow
przeciwbakteryjnych, zostaly zachowane do pdzniejszego wykorzystania przy tworzeniu
zaré6wno probek slepych, jak i probek wzbogaconych. Probki te postuzyty jako materiat
odniesienia, umozliwiajagc monitorowanie waznosci wynikOw oraz zapewnienie, ze nie

doszto do zanieczyszczen podczas procesu analizy.

112



CZESC DOSWIADCZALNA
5.4.1. Oczyszczanie probek i przygotowanie do analizy LC-MS/MS

Do kazdej serii probek jaj dodano probke odczynnikowa, $lepa matrycowa
oraz trzy probki fortyfikowane, post¢pujac z nimi w taki sam sposob, jak z probkami
badanymi. Probke odczynnikowg przygotowano, odwazajac (1,00 £ 0,01) g wody
do polipropylenowych probdéwek wirdwkowych o pojemnosci 50 ml. Probka §lepa —
odwazono (1,00 £ 0,01) g materiatu wolnego od antybiotykdéw, rowniez do probdwek
wirowkowych o tej samej pojemnosci. Dla probek badanych odwazono (1,00 + 0,01) g
probki, natomiast probki fortyfikowane zostaly przygotowane poprzez odwazenie
(1,00£0,01) g czystej probki wolnej od antybiotykéw (matrycy). Do kazdej
analizowane] probki, z wyjatkiem probki odczynnikowej, dodano 100 pl wzorca
wewnetrznego o stezeniu 2 pg/ml. Natomiast do probek fortyfikowanych dodano
odpowiednig ilo§¢ mieszaniny wzorcéw wedtug wartosci, ktore przedstawia Tabela 21.
Zawarto$¢ kazdej probowki po wymieszaniu na mieszadle (Vortex), zostata odstawiona

na okoto 15 minut. Po tym czasie przystapiono do etapu ekstrakcji.

Tabela 21. Sposob przygotowania probek fortyfikowanych - matryca jaja

Nawazka Ilo$¢ roztworu Ilo$¢ roztworu IS
Fortyfikat (matryca) WZOrcowego (2 pg/ml)
[g] [ul] [ul]
Probka
odczynnikowa 1,00 (woda) 0 0
Probka Slepa 1,00 0 100
Fortyfikat 0,5
MRL 1,00 50 100
Fortyfikat 1,0
MRL 1,00 100 100
Fortyfikat 1,5
MRL 1,00 150 100
Kontrola 1,00 100 100
odzysku

Do kazdej probki dodano 1 ml 0,02 M roztworu kwasu szczawiowego w wodzie
(pH 4), a nastgpnie dodano do probek po 0,5 ml 0,1 M roztworu Na2EDTA w wodzie.
Probki wymieszano na mieszadle typu Vortex 1 dodano do kazdej po 8 ml acetonitrylu.
Zawarto$¢ probowek mieszano ponownie przez 30 sekund, a nast¢pnie wytrzasano przez
10 minut na wytrzasarce. Probki wirowano przez 10 minut przy szybkosci 4500 obr./min

w temperaturze < 4°C. Po odwirowaniu supernatanty naniesiono bez uprzedniego
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kondycjonowania na polimeryczne kolumienki Oasis HLB (200mg/6ml), a oczyszczone
ekstrakty zbierano do kolbek okragtodennych o pojemnosci 50 ml. Cato$¢ odparowano
do sucha na wyparce prézniowej w temperaturze 45°C. Suchg pozostatos¢ rozpuszczono
w 1 ml 0,025% HFBA i wymieszano na mieszadle typu Vortex. Otrzymane ekstrakty
przesaczono przez filtr strzykawkowy (0,45 pm, 13 mm, PVDF) do probéwek z dnem
stozkowym 1 ponownie wirowano przez 15 minut przy szybkosci 2000 obr./min
w temperaturze <4°. Odwirowane ekstrakty przeniesiono do fiolek i przeznaczano

do analizy chromatograficznej LC-MS/MS.
5.4.2. Warunki analizy LC-MS/MS oraz ich optymalizacja

Analizy przeprowadzono za pomocag ultrawysokosprawnego chromatografu
cieczowego Acquity UPLC H-Class sprz¢zonego z tandemowym spektrometrem mas
Xevo TQ, firmy Waters (Stany Zjednoczone), stosowanego rowniez w opisanych

wczesniej procedurach oznaczania antybiotykow w migs$niach, mleku i nerkach.

Detektor mas pracowal z wykorzystaniem zrodla jonizacji typu elektrospray
w trybie dodatniej jonizacji (ESI+), a dane zbierane byly w trybie monitorowania wielu

reakcji (MRM).

W metodzie tej wykorzystano dane z wcze$niejszej optymalizacji dla analizy
probek migsni, mleka i nerek. Przyjeto parametry systemu detektora masowego
z pierwsze] metody analizy. Podjeto probe polaczenia wszystkich antybiotykow
analizowanych w tej metodzie w jedng procedurg analityczng poprzez wlaczenie do niej
tetracyklin 1 linkomycyny, ktore w poprzednich badaniach oznaczano przy uzyciu drugie;j

metody.

W ostatecznie wybranej metodzie napigcie na kapilarze wynosito 3,0 kV,
temperatura zrodta byta ustawiona na 150°C, a gaz desolwatacyjny (azot) ogrzewano
do temperatury 550°C. Przeptyw gazu w stozku ustawiono na 50 l/h, natomiast gazu
desolwatacyjnego na 1100 1/h. Przeplyw gazu zderzeniowego (argonu) wynosit

0,15 ml/min.

Dla wigkszo$ci antybiotykéw oznaczanych w tej procedurze wykorzystano
wczesniej zoptymalizowane parametry takie jak napiecie na stozku (cone) oraz energia
kolizyjna. Poniewaz tetracykliny i linkomycyna byly wcze$niej oznaczane w innych

warunkach, konieczne bylo ponowne sprawdzenie tych parametréw. W tym celu
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przygotowano pojedyncze roztwory tych antybiotykoéw o stezeniu 0,1 pg/ml w metanolu
o czystosci LC/MS i bezposrednio wstrzykiwano je do zrodia jonizacji. Warunki dla
kazdego z tych antybiotykoéw byty optymalizowane indywidualnie. Ustalono optymalne
parametry dla jonu macierzystego, a nastepnie przy wiaczonym gazie kolizyjnym

dobrano odpowiednie warunki dla jonéw potomnych.

Metoda MRM dla wszystkich oznaczanych w tej metodzie antybiotykdéw zostata
podzielona na dwadziescia przedziatow czasowych, z opéznieniem miedzy skanami oraz
mig¢dzy kanatami wynoszacym 0,1 sekundy. Dane te, wraz z czasami retencji (RT), jonem

macierzystym oraz jonami potomnymi, zostaly przedstawione w tabeli (Tabela 22).

Tabela 22. Parametry dla antybiotykow - matryca jaja

RT — czas retencji, CV — napiecie na stozku, CE — energia kolizyjna, MRM — przedzialy czasowe:

1=(3,70 — 4,70 min); 2 = (5,90 — 7,50 min); 3 = (4.60 — 5,55 min); 4 = (6,45 — 7,40 min); 5 = (4,95 — 6,80 min);

6 = (4,30 — 5,10 min); 7 = (7,00 — 8,20 min); 8 = (7,40 — 8,50 min); 9 = (8,30 — 9,00 min); 10 = (1,60 — 2,50 min);
11 = (7,00 — 8,50 min); 12 = (3,75 — 5,00 min); 13 = (5,55 — 6,90 min); 14 = (4,30- 5,60 min); 15 = (5,00 — 6,10 min);
16 = (6,00 — 7,30 min); 17 = (3,30 — 4,00 min); 18 = (8,10 — 8,90 min); 19 = (8,70 — 9,50 min); 20 = (1,00 —9,50 min)

Jon

Zwigzek (113;1;1) macére;gsty J On}'(ﬁl(;‘;(;mne (C\X (S\]?) MRM
Marbofloksacyna 4,58 363,1 345,2/320,1 30 20/15 6
Norfloksacyna 4,68 320,1 233,0/302,1 30 25/20 6
Ciprofloksacyna 4,77 332,1 231,0/314,1 30 35/20 14
Danofloksacyna 4,86 358,1 255,0/340,1 35 35/20 3
Enrofloksacyna 4,98 360,0 286,0/342,1 35 35/20 14
Sarafloksacyna 5,25 386,1 368,1/348.,0 33 22/32 5
Difloksacyna 5,30 400,1 382,1/356,2 35 20/18 15
Kwas oksolinowy 6,39 262,1 244,1/216,0 30 20/28 2
Kwas nalidyksowy 7,47 233,1 215,1/187,0 20 20/20 11
Flumechina 7,67 262,1 202,0/244,1 30 33/18 11
Sulfaguanidyna 2,08 215,1 108,0/156,0 25 22/14 10
Sulfadiazyna 4,15 251,1 108,0/156,0 27 22/14 12
Sulfametoksypirydazyna = 5,17 281,1 108,0/156,05 30 25/17 3
Sulfametazyna 4,99 279,1 108,0/156,0 30 25/18 14
Sulfatiazol 4,38 256,1 108,0/156,0 30 22/14 1
Sulfamonometoksyna 5,59 281,1 108,0/156,0 30 25/18 15
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Sulfadoksyna

Sulfachinoksalina
Sulfadimetoksyna

Sulfametoksazol

Sulfamerazyna
Amoksycylina
Ampicylina
Penicylina G
Penicylina V
Oksacylina
Kloksacylina
Nafcylina
Dikloksacylina
Cefapiryna
Ceftiofur
Cefkwinom
Cefalonium
Cefazolina
Cefaleksyna
Cefoperazon
Tylozyna
Erytromycyna
Spiramycyna
Tylmikozyna
Jozamycyna

Tiamulina

Oksytetracyklina

4-epioksytetracyklina

Tetracyklina
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6,00
6,83
6,02
6,14
4,65
3,58
4,57
7,29
7,79
8,09
8,51
8,72
9,12
3,92
6,32
4,11
4,59
5,19
4,57
5,80
6,76
6,54
5,34
6,11
7,83
7,26
4,77
4,77

4,98

311,1
301,1
311,1
254,1
265,1
366,1
350,1
335,1
351,1
402,1
436,1
415,1
470,0
424,1
524,1
530,1
459,1
4550
348,1
646,1
916,5
734.6
843,7
869,6
828,6
494,0
461,2
461,2

445,3

108,01/156,01
156,0/108,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
208,1/349,1
106,0/160,0
176,0/160,0
114,0/160,0
243,1/160,0
277,1/160,0
171,0/199,0
160,0/311,0
124,0/152,0
125,0/241,1
125,0/134,0
152,0/337,1
156,0/323,1
106,0/158,0
143,0/530,2
174,1/772,5
158,0/576,5
174,1/540,0
696,6/174,11
174,0/229,1
119,0/192,0
426,2/443 3
426,2/443 3

410,2/427,2

30

35

30

30

15

22

18

15

18

18

15

18

25

25

16

20

20

20

20

45

32

45

45

45

25

25

25

25

25/18
24/17
25/20
24/17
24/17
13/9
15/12
12/13
35/12
12/14
15/12
35/15
12/13
40/22
40/20
50/25
20/10
15/10
25/8
30/12
42/29
27/18
33/30
44/45
35/30
44/24
20/12
20/12

18/13

13

14

17

14

11

20
14

14
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4-epitetracyklina 4,78 4453 410,2/427,2 25 18/13 3
Chlorotetracyklina 5,67 479,2 444,2/462,2 25 22/19 5
4-epichlorotetracyklina 5,34 479,2 444,2/462,2 25 22/19 5
Doksycyklina 4,99 4453 428,2/154,0 25 19/27 14
Linkomycyna 4,20 407,3 126,0/359,3 33 26/18 12
Sulfafenazol IS 6,97 315,1 156,0 40 20 4

Do analizy zastosowano ten sam system UPLC, co w badaniach probek migs$ni,
mleka i1 nerek. Skladat si¢ on z autosamplera wyposazonego w tacki na 96 fiolek,
degazera, pompy binarnej, wstrzykiwacza oraz termostatu do kolumn
chromatograficznych. Rozdzielenie oznaczanych antybiotykéw przeprowadzono takze
na kolumnie chromatograficznej Acquity UPLC HSS C18 (2,1 x 100 mm; 1,8 um) firmy
Waters, z filtrem (0,2 pm; 2,1 mm) firmy Waters.

W celu optymalizacji separacji antybiotykéw na kolumnie chromatograficznej, ktéra
obejmowata dobdr faz ruchomych oraz gradientu przygotowano w fiolce mieszaning
wzorcowg wszystkich oznaczanych w tej metodzie antybiotykdéw o stezeniu 0,1 pg/ml
w 0,025% HFBA. W przypadkach, gdzie pojawiaty si¢ dwa piki odpowiadajace temu
samemu zwigzkowi przeprowadzano dodatkowo analize pojedynczego wzorca

(sulfonamidy 1 tetracykliny).

Podczas optymalizacji sprawdzono metode LC ustawiong dla matrycy migsni,
mleka 1 nerek (ekstrakcja MeCN), w ktorej oznaczano wszystkie substancje
przeciwbakteryjne uwzglednione w analizie jaj, z wyjatkiem tetracyklin i linkomycyny.
W nowej metodzie zmieniono przedziaty czasowe MRM, co pozwolilo na zwiekszenie
czulosci analizy. Oceniono zachowanie wszystkich oznaczanych antybiotykow,
w warunkach zastosowanej fazy ruchomej oraz gradientu elucji. Zastosowane warunki
chromatograficzne obejmowaty faze A: 0,2% kwas mréwkowy w wodzie oraz fazg
B: 0,2% kwas mrowkowy w acetonitrylu. Uzyskane wyniki wykazaty dobra separacje
pikéw oraz odpowiednig intensywnos¢ sygnatu, co pozwolito na zastosowanie tej metody

do analizy antybiotykow w jajach.

Doktadny schemat warunkéw chromatograficznych byt nast¢pujacy: faza
ruchomg A byt 0,2% kwas mréwkowy w wodzie, a faza B 0,2% kwas mrowkowy

w acetonitrylu. Temperatura kolumny w trakcie analizy wynosita 30°C, a przeplyw
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0,3 ml/min. Poczatkowy gradient do 1 minuty wynosit 99,5% dla fazy A, p6zniej zmieniat
si¢ do 9 minuty do 40%, do 9,5 minuty osiagal 0% dla fazy A i ponownie wzrastal do
11 minuty do 99,5%. Stabilizacja kolumny trwata 2 minuty, a faczny czas analizy wynosit

13 minut Tabela 23. Objetos¢ nastrzyku wynosita 10 pl.

Tabela 23. Gradient faz ruchomych dla oznaczania antybiotykow w jajach

Erzerbo Faza A Faza B
Czas (min) il /Eqin) 0,2% kwas mrowkowy 0,2% kwas mrowkowy  Krzywa
w HxO (%) w MeCN (%)
0 0,30 99,5 0,5 -
1,0 0,30 99,5 0,5 6
9,0 0,30 40,0 60,0 6
9,5 0,30 0,0 100,0 6
11,0 0,30 99,5 0,5 11
13,0 0,30 99,5 0,5 -

5.4.3. Optymalizacja warunkdéw ekstrakcji

Celem optymalizacji warunkow ekstrakcji bylo opracowanie miarodajnej
procedury analitycznej oznaczania pozostato$ci lekow przeciwbakteryjnych w jajach

kurzych.

Gltéwnym kryterium byto uzyskanie jak najwyzszych odzyskow dla oznaczanych
antybiotykow, gdyz jest to kluczowe, aby zapewni¢ miarodajne wyniki badan. Waznym
aspektem bylo takze zminimalizowanie efektow matrycy, ktore moga zaklocac analizg,
generujac interferencje lub fatszywe wyniki. Waznymi elementami uwzglednionymi
podczas opracowywania procedury bylo uzyskanie dobrej powtarzalno$ci
oraz doktadnosci. Spetnienie tych kryteriow jest niezbedne do zastosowania opracowane;j

procedury oznaczania antybiotykdéw w jajach w rutynowych analizach kontrolnych.

Poniewaz procedura obejmuje oznaczanie réznych grup antybiotykéw, kluczowe
byto znalezienie jednej metody ekstrakcji, ktéora zapewni optymalne odzyski
dla wszystkich oznaczanych zwigzkow. Ostateczny wybor opieral si¢ na metodzie
ekstrakcji, ktora dawata najlepsze odzyski w catym zakresie oznaczanych antybiotykow,
a nie tylko dla jednej grupy, nawet jesli inne podej$cia mogly dawaé wyzsze odzyski

dla pojedynczych grupy antybiotykow.
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Wyzwanie jakim jest ekstrakcja réznych grup antybiotykow wynika glownie
zroznych wlasciwosci chemicznych tych zwigzkow. W skfad jajka wchodzi biatko
1 zO0ttko, ktore znaczaco roznig si¢ skladem chemicznym, a zarazem ro6znym
powinowactwem do antybiotykéw. Biatko stanowi s$rodowisko polarne, poniewaz
jest bogate w glikoproteiny, natomiast z6itko jest $rodowiskiem niepolarnym
zawierajagcym lipoproteiny [185]. Ze wzgledu na réznice w polarno$ci, pozostatosci
antybiotykdw po podaniu kurze niosce moga si¢ w nich znaczgco rozni¢. Aby uzyskaé
reprezentatywna probke do analizy lekéw weterynaryjnych, konieczne jest doktadne
homogenizowanie jajek. Zgodnie z Instrukcja Gloéwnego Lekarza Weterynarii,

reprezentatywna probke do badan stanowi 12 zhomogenizowanych jaj [7].

Podobnie jak w przypadku innych matryc, do ekstrakcji antybiotykow z jaj stosuje
si¢ rozne metody, takie jak QUEChERS [169] czy SPE [186]. Najczesciej jednak
wykorzystuje si¢ ekstrakcje (LLE) z uzyciem rozpuszczalnikow organicznych, gtéwnie

acetonitrylu lub jego mieszaniny z woda [175, 177].

Podjeto proby ekstrakcji substancji przeciwbakteryjnych z jaj, stosujac jako
rozpuszczalnik acetonitryl, poniewaz w przypadku wczesniej badanych matryc okazat si¢
skuteczny. Przetestowano rowniez ekstrakcj¢ z zastosowaniem metody typu QuUEChERS,
oceniajac odzysk analitow oraz skuteczno$¢ oczyszczania probek jaj. W literaturze
podkresla si¢ dodatek buforu podczas ekstrakcji antybiotykow z jaj [187] ze wzgledu na
pH tej matrycy, ktére moze utrudnia¢ skuteczng izolacje tych zwigzkow. Istotne jest
jednak dobranie optymalnego pH dla wszystkich analizowanych grup antybiotykow,
poniewaz niektore z nich, jak makrolidy, nie sg stabilne w pH <4 [186]. Dodatkowo, aby
zapobiec tworzeniu kompleksow tetracyklin z jonami metali obecnymi w matrycy,

zastosowano w podjetych probach ekstrakcji wodny roztwér NaEDTA [188].

Probki jaj (kazda proba sktadajaca si¢ z 12 jaj) zostaty zebrane przez Inspekcje
Weterynaryjna, dostarczone do laboratorium Zakladu Higieny Weterynaryjnej
w Poznaniu, nast¢pnie po homogenizacji zostaly podzielone 1 przechowywane
w warunkach zamrozenia. Przed przystapieniem do analizy probki rozmrazano,

ponownie homogenizowano i nawazono.

Jako podstawe do badan wykorzystano kilka opracowanych procedur, w tym
metode ekstrakcji antybiotykow z paszy [189], metody opracowane dla ekstrakcji
antybiotykow z jaj [177, 190-192], czy metody wykorzystujace technikg Quechers [193-
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196]. Do kazdego badania przygotowano po 6 probek jaj na kazdy poziom. Podzielono
je na trzy grupy odpowiadajace poziomom stezen 0,5 MRL, 1 MRL oraz 1,5 MRL.
Przygotowano takze probke S$lepa, aby wykluczy¢ ewentualne zanieczyszczenie

pochodzace od tta.

Do$wiadczenie 1

Probki odwazono po (1,00 £ 0,01) g do polipropylenowych probowek
wirowkowych. Do kazdej probki dodano po 100 ul wzorca wewnetrznego (sulfafenazol)
o stezeniu 2 pg/ml oraz sporzadzong mieszaning wszystkich wzorcow na odpowiednich
poziomach stezeh w objetosciach: 50 pl dla 0,5 MRL, 100 pl dla 1 MRL i 150 pl
dla 1,5 MRL. Do przygotowanej probki $lepej dodano wylacznie 100 pl wzorca
wewnetrznego. Zawartosci probowek doktadnie wymieszano i odczekano 15 minut.
Do kazdej probki dodano 1 ml 0,02 M roztworu kwasu szczawiowego w wodzie (pH 4),
a nastepnie dodano do prébek po 0,5 ml 0,1 M roztworu Na,EDTA w wodzie. Probki
wymieszano na mieszadle typu Vortex 1 dodano do kazdej po 8 ml acetonitrylu. Zawarto$¢
probowek mieszano ponownie przez 30 sekund, a nast¢gpnie wytrzasano przez 10 minut
na wytrzgsarce. Probki wirowano przez 10 minut przy szybkosci 4500 obr./min
w temperaturze < 4°C. Calo$¢ przeniesiono do kolbek okraglodennych na 50 ml
1 odparowano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze 45 + 5°C. Suchg pozostato$¢
rozpuszczono w 1 ml 0,025% HFBA 1 wymieszano na mieszadle typu Vortex. Otrzymano
jednak bardzo metny roztwor, ktory pozostat taki mimo prob filtracji za pomocg filtra

strzykawkowego (0,45 um, 13 mm, PVDF) i nie mogt zosta¢ nastrzykniety do aparatu.

Doswiadczenie 2

Etap przygotowania probek byt analogiczny jak w Doswiadczeniu 1 do momentu
wirowania probek po ekstrakcji. Po przeanalizowaniu literatury dodano etap
dodatkowego oczyszczania probek na kolumienkach SPE. Po odwirowaniu probki
naniesiono bez uprzedniego kondycjonowania na polimeryczne kolumienki Oasis HLB
(200mg/6ml), a oczyszczone ekstrakty zbierano do kolbek okragtodennych o pojemnosci
50 ml. Cato$¢ odparowano do sucha na wyparce prozniowej w temperaturze 45 + 5°C.
Suchg pozostatos¢ rozpuszczono w 1 ml 0,025% HFBA 1 wymieszano na mieszadle typu
Vortex. Otrzymane ekstrakty przesaczono przez filtr strzykawkowy (0,45 um, 13 mm,
PVDF) w celu usunigcia ewentualnych zanieczyszczen i uzyskania klarownego roztworu,

do proboéwek z dnem stozkowym. Nastgpnie ponownie wirowano przez 15 minut
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przy szybkos$ci 2000 obr./min w temperaturze < 4°. Odwirowane ekstrakty przeniesiono

do fiolek i poddano analizie.

Do$wiadczenie 3

Probki odwazono po (10,00 + 0,01) g do polipropylenowych probowek
wirowkowych o pojemnosci 50 ml. Do kazdej probki dodano 100 pl wzorca
wewnetrznego (sulfafenazol) o stezeniu 2 pg/ml oraz sporzadzong mieszaning wszystkich
wzorcow na odpowiednich poziomach stezen w objetosciach: 50 pl dla 0,5 MRL, 100 pl
dla 1 MRL 1 150 pl dla 1,5 MRL. Do przygotowanej probki Slepej dodano wytacznie
100 pl wzorca wewngtrznego. Zawartosci probéwek doktadnie wymieszano 1 odstawiono
na 15 minut. Do kazdej probki dodano 10 ml 0,1 M roztworu Na;EDTA w wodzie
i wytrzasano przez 1 minut¢ na mieszadle typu Vortex, nastgpnie dodano po 10 ml
1% kwasu octowego w acetonitrylu i ponownie wytrzasano przez 1 minute. Do probek
dodano 4,00 g bezwodnego siarczanu magnezu i 1,00 g octanu sodu, a nast¢pnie
natychmiast wytrzasano energicznie przez 1 minutg. Probki wirowano przez 10 minut
przy szybkosci 4500 obr./min w temperaturze < -10°C. Pobrano po 1 ml supernatantu
do probowki, dodano 1 ml 0,025% HFBA, wymieszano, a nast¢pnie przesaczono przez
filtr strzykawkowy PVDF (0,45 pm, 13 mm) do fiolek. Tak przygotowane probki

poddano analizie.

Po przeanalizowaniu probek z Doswiadczenia 2 i Doswiadczenia 3 technika
LC-MS/MS poréwnano odzyski antybiotykow na wszystkich poziomach stezen
(0,5 MRL, 1 MRL, 1,5 MRL). Przeprowadzono analize¢ wptywu zastosowanej procedury

oznaczania oraz st¢zenia analitow na uzyskane wyniki.

Szczegotowe wyniki odzyskéw oznaczanych antybiotykow w jajach na
poszczegdlnych poziomach stezen przedstawiono w tabelach: Tabela A 7 1 Tabela A 8,
natomiast $§rednie odzyski z obydwodch doswiadczen zestawiono w Tabela 24.
Przeprowadzone dos$wiadczenia pozwolily na poréwnanie metody ekstrakcji
rozpuszczalnikiem potaczonej z oczyszczaniem na kolumienkach z metoda typu
QuEChERS. Wizualne porownanie wynikow odzyskéw dla oznaczanych grup

antybiotykdw w matrycy jaj przedstawia Wykres 4.
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Tabela 24. Uzyskane odzyski w Doswiadczeniu 2 i Doswiadczeniu 3 (matryca jaja)

Zwigzek Odzysk (%) Sredni odzysk (%) Odzysk (%) Sredni odzysk (%)
DOSWIADCZENIE 2 DOSWIADCZENIE 3
Marbofloksacyna 95,1 42,1
Norfloksacyna 89,8 37,2
Ciprofloksacyna 95,5 6,69
Danofloksacyna 87,4 21,9
Enrofloksacyna 92,2 7,08
93,4 41,1
Sarafloksacyna 93,9 27,8
Difloksacyna 95,3 56,6
Kwas oksolinowy 94,1 64,7
Kwas nalidyksowy 96,1 54,4
Flumechina 94,9 92,9
Sulfaguanidyna 93,3 68,7
Sulfadiazyna 98,7 74,1
Sulfametoksypirydazyna 90,4 76,7
Sulfametazyna 95,2 75,8
Sulfatiazol 91,9 61,5
Sulfamonometoksyna 94,9 93,5 59,3 67,4
Sulfadoksyna 93,4 71,6
Sulfachinoksalina 88,5 67,9
Sulfadimetoksyna 93,0 48,1
Sulfametoksazol 92,8 62,0
Sulfamerazyna 96,7 75,3
Amoksycylina 92,2 25,9
Ampicylina 93,6 38,0
Penicylina G 88,6 425
Penicylina V 95,3 46,6
Oksacylina 96,0 54,1
Kloksacylina 96,7 42,8
Nafcylina 96,3 92,9 42,7 35,2
Dikloksacylina 96,5 53,6
Cefapiryna 90,5 19,2
Ceftiofur 93,4 43,8
Cefkwinom 91,0 17,3
Cefalonium 88,9 22,3
Cefazolina 93,4 18,5
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Cefaleksyna 90,1 24,6

Cefoperazon 90,4 36,3

Tylozyna 98,3 57,0

Erytromycyna 95,0 47,9

Spiramycyna 96,8 97,5 48,9 59,3
Tylmikozyna 101 69,2

Jozamycyna 96,2 73,6

Tiamulina 97,0 97,0 81,6 81,6
Oksytetracyklina 98,4

4-epioksytetracyklina 96,8

Tetracyklina 94,3

4-epitetracyklina 95,3 96,8 Niski odzysk (<10%)
Chlorotetracyklina 95,3

4-epichlorotetracyklina 98,0

Doksycyklina 99,7

Linkomycyna 88,5 88,5 62,0 62,0

Wykres 4. Sredni odzysk antybiotykéw z matrycy jaja — poréwnanie Doswiadczenia 2 i Doswiadczenia 3

Sredni odzysk antybiotykow

100
9
8
7
6
5
4
3
2
1

%
O O O o o o o o o

o

W Doswiadczenie 2 W Doswiadczenie 3

Poréwnanie metod ekstrakcji substancji przeciwbakteryjnych z jaj wykazato
istotne réznice w poziomie odzysku tych zwigzkow. Procedura oparta na ekstrakcji

acetonitrylem 1 oczyszczaniu na kolumienkach Oasis HLB charakteryzowata si¢
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wysokim odzyskiem dla wszystkich oznaczanych antybiotykéw. Sredni odzysk
utrzymywaty si¢ na wysokim poziomie, przekraczajac 80%. Nie zaobserwowano rowniez
znaczacych réznic w odzyskach pomiedzy badanymi trzema poziomami st¢zen. Oznacza
to, ze metoda ta jest skuteczna i dobrze dostosowana do analizy szerokiego spektrum
antybiotykdéw, zapewniajac doba ekstrakcje 1 minimalizujac ryzyko strat analitow.
W przypadku metody typu QuEChERS uzyskane wartosci odzysku byl niskie
oraz bardziej zrdznicowane, nawet pomiedzy antybiotykami nalezacymi do tej same;j
grupy. Odzysk rzadko przekraczat 70%, a w przypadku tetracyklin wynosil ponizej 10%.
Dodatkowo doksycyklina nie zostala wyekstrahowana, co potwierdza ograniczenia
tej metody w oznaczaniu tej grupy antybiotykow. Analiza wykresu pozwala takze
zauwazyC, ze tylko tiamulina wykazuje wzglednie dobra ekstrakcje w metodzie

QuEChERS, jednak mimo to jej odzysk jest nizszy niz w Do$wiadczeniu 2.

Wyniki te wskazuja, ze metoda ekstrakcji z uzyciem acetonitrylu z dodatkiem
buforu i Na;EDTA oraz oczyszczania na kolumienkach Oasis HLB zapewnia skuteczne
odzyski dla r6znych grup antybiotykdéw, co czyni jg bardziej uniwersalnym podejsciem
W oznaczaniu pozostatosci tych zwiazkow w zywnos$ci. Takie rezultaty s3 zgodne
z danymi literaturowymi, ktore wskazuja, ze ekstrakcja oparta na acetonitrylu,
z dodatkiem Na;EDTA i buforem o odpowiednim pH, jest kluczowa dla skutecznego

odzysku antybiotykow o réznych wlasciwosciach chemicznych.

Mimo ze w literaturze sg opisane inne metody typu QuEChERS skutecznie
zastosowane do ekstrakcji antybiotykow z r6znych matryc oraz réznych grup zwiazkow,
ich skuteczno$¢ moze by¢ zalezna od réznych parametrow, takich jak analizowane
zwiazki, charakterystyka matrycy czy warunki ekstrakcji. Natomiast zastosowana
w Doswiadczeniu 3 procedura z wykorzystaniem QuUEChERS, mimo zZe jest odpowiednia
dla tiamuliny, wymaga dalszej optymalizacji dla tej konkretnej matrycy i oznaczanych
antybiotykéw. W obecnej formie nie zapewnia dostatecznej ekstrakcji antybiotykow
w jajach, co wyklucza jej zastosowanie w Laboratorium Wojewddzkiego Inspektoratu
Weterynarii w Poznaniu do oznaczania pozostatosci tych substancji. Konieczne bytoby
dopracowanie warunkow ekstrakcji oraz sposobu oczyszczania probki, aby metoda mogta

zapewni¢ odpowiednig skuteczno$¢ ekstrakcji oznaczanych antybiotykow.

Probki slepe przygotowane dla matrycy jaj potwierdzily brak zanieczyszczenia tta

dla metody ekstrakcji acetonitrylem z dodatkiem buforu i Na;EDTA oraz oczyszczania
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na kolumienkach Oasis HLB. Wyniki te wskazuja, ze zastosowana procedura skutecznie

minimalizuje wptyw matrycy, co jest kluczowym aspektem w analizach LC-MS/MS.

Podsumowujac, celem tych badan bylo opracowanie metody ekstrakcji, ktora
zapewni powtarzalne i wysokie odzyski dla antybiotykow oznaczanych w jajach.
W wyniku przeprowadzonych doswiadczen jako optymalne podejscie wybrano metode
ekstrakcji acetonitrylem z dodatkiem buforu 1 NaEDTA oraz oczyszczaniem
otrzymanego ekstraktu na kolumienkach Oasis HLB. Procedura ta zapewnita wysokie
i powtarzalne odzyski dla fluorochinolonéw, sulfonamidow, B-laktaméw, makrolidow,
tiamuliny, tetracyklin i linkomycyny, co potwierdzaja wyniki uzyskane
w Doswiadczeniu 2. Zastosowanie tej procedury pozwolito uzyskaé powtarzalne

1 wysokie odzyski dla wszystkich wymienionych grup antybiotykow.
5.4.4. Ocena skutecznosci metody — krzywe wzorcowe i chromatogramy

W celu oceny skutecznos$ci opracowanej procedury oznaczania antybiotykow
w jajach przygotowano probki jaj, do ktorych dodano wzorzec wewngtrzny oraz
odpowiednie ilo$ci wzorcow antybiotykow, tak aby uzyskaé stezenia odpowiadajace
trzem poziomom: 0,5 MRL, 1 MRL oraz 1,5 MRL, przygotowano takze probke $lepa.
Mieszaning wzorcowg przygotowano zgodnie z Tabela 20, a iloSci wzorcow dodano
do prébek jaj zgodnie z Tabela 21. Nastgpnie przeprowadzono opracowang metode
ekstrakcji. Przygotowane probki poddano analizie LC-MS/MS w zoptymalizowanych

warunkach.

Na wykresach (Wykres 5) przedstawiono krzywe wzorcowe dla kazdego
oznaczanego w procedurze antybiotyku, utworzone w programie MassLynx (Waters)
na podstawie analizy probek fortyfikowanych. W oznaczeniach zastosowano metode
ze wzorcem wewngetrznym. Liniowo$¢ uzyskanych krzywych wzorcowych oceniono
na podstawie wspotczynnika korelacji r > 0,98, warto$¢ ta zostata przyjeta jako kryterium
oceny. Dla wszystkich oznaczanych zwiazkéw uzyskano satysfakcjonujace wyniki,
co potwierdza prawidlowe warunki analizy LC-MS/MS, a takze prawidtowg liniowos¢

w wymaganym zakresie stezen.

Tabela 25 przedstawia chromatogramy dla oznaczanych antybiotykow.

Potwierdzaja one dobre rozdzielenie zwigzkdéw oraz intensywnos$¢ sygnatu.
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Wykres 5. Wykresy krzywych wzorcowych dla oznaczanych antybiotykow w jajach

Compound name: Marbofloksacyna

Correlation coefficient. r = 0.985304, r'2 = 0.890630

Calibration curve: 0.542303 * x + 0.0609907

Response type: Internal Std { Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Danofloksacyna

Caorrelation coefficient: r = 0.998401, r*2 = 0.996804

Calibration curve: 0.112138 * x +-0.109328

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None
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Compound name: Difloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.995935, r*2 = 0.992007

Calibration curve: 0.822404 * x + -2 28449

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Flumechina

Correlation coefficient: r = 0.997186, r"2 = 0.994380

Calibration curve: 3 47182 * x +-2.93508

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Mull, Axis trans: None
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Compound name: Sulfametoksypirydazyna

Correlation coefficient: r = 0.998427, rA2 = 0.996857

Calibration curve: 1.26368 * x +-1.3674

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area ™ ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfamenometoksyna

Correlation coefficient: r = 0.995682, r'2 = 0.991383

Calibration curve: 1.16977 * x + -2.08044

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfadimetoksyna

Correlation coefficient: r = 0.999064, r"2 = 0998129

Calibration eurve: 1.52037 * x +.2.52303

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Antybiotyki oznaczane w jajach

Compound name: Norfloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.999904, r*2 = 0.999809

Calibration curve: 0.592027 * x + -0.0517352

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Enroficksacyna

Correlation coefficient: r = 0.995363, r"2 = 0.990748

Calibration curve: 0.161819 * x + 0.00841822

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

00 100 200 300 400 500 600 70.0

Compound name: Kwas oksolinowy

Correlation coefficient: r = 0.995446, r'2 = 0.990914

Calibration curve: 0.880234 * x + 1.27311

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None

60.

Compound name: Sulfaguanidyna

Correlation coefficient: r = 0.997868, r*2 = 0.995740

Calibration curve: 1.50629 * x + 1.17527

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

T Conc

Compound name: Sulfametazyna

Correlation coefficient: r = 0.998904, r*2 = 0.997810

Calibration curve: 0.757968 * x + -0.598718

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Mull, Axis trans: None
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Compound name: Sulfadoksyna

Correlation coefficient: r = 0.999141, r'2 = 0.998283

Calibration curve: 2.50761 * x + -2.05236

esponse type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Gonc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

- Conc

Compound name: Sulfametoksazol

Correlation coefficient: r = 0.998719, r'2 = 0.997439

Calibration curve: 1.3007 * x + -0.431649

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Compound name: Ciprofloksacyna

Correlation coefficient: r = 0997073, 12 = 0.994155

Calibration curve: 0.798738 * x + -0.253739

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sarafloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.998998, "2 = 0.997997

(Calibration curve: 0.878384 * x + 0.684598

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Kwas nalidyksowy

Correlation coefficient: r = 0.998754, r*2 =0.997510

Calibration curve: 151725 * x + -4 1832

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Mull, Axis trans: None
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Compound name: Sulfadiazyna

Correlation coefficient: r = 0.998096, r"2 = 0.996195

Calibration curve: 0.609577 * x +-0 407074

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfatiazol

Correlation coefficient: r = 0.999710, r*2 = 0.999421

Calibration curve: 1.15421 * x +-0.623307

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Cong. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Sulfachinoksalina

Correlation coefficient: r = 0.996134, r'2 = 0.992284

Calibration curve: 2.09625 * x + -4.07046

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Compound name: Sulfamerazyna

Correlation coefficient: r = 0.999244, r'2 = 0.998489

Calibration curve: 1.60047 * x + -0.320498

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response
g & 8
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Compound name: Amoksycylina

Correlation coefficient: r = 0.998918, r'2 = 0.997838

Calibration curve: 0.438967 " x + -0.411025

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Compound name: Penicylina V'

Correlation coefficient: r = 0.999426, r'2 = 0.998853

Calibration curve: 0.746207 * x + -0.0595067

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area " ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response
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Compound name: Nafcylina

Correlation coefficient: r = 0.999151, r*2 = 0.998302

Calibration curve: 1.73861 * x + -1.40408

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response
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Compound name: Ceftiofur

Correlation coefficient: r = 0.998560, r*2 = 0.997141

Calibration curve: 0.167098 * x + -0.224226

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

o o~ B

Response

~

T Conc
300 400 500 600 700

(R )
00 100 200

Compound name: Cefazolina

Correlation coefficient: r = 0.998455, r*2 = 0.996913

Callbration curve: 0.290237 * x + -0.147832

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Tylozyna

Caorrelation coefficient: r = 0.997889, r2 = 0.995782

Calibration curve: 5.55792 * x +-22.11

Response type: Internal Std { Ref 27 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Tylmikozyna

Correlation coefficient; r = 0.995313, r*2 = 0.990648

Calibration curve: 0.356195 * x + 0.271923

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area " ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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‘Compound name: Ampicylina

Correlation coefficient: r = 0.999036, r*2 = 0.998073

Calibration curve: 2.61676 * x + -2.59582

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area " ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Oksacylina

Correlation coefficient: r = 0.999329, r2 = 0.998659

Calibration curve: 1.41882 * x + -0.0643084

Response type: Intemnal Std ( Ref 27 ), Area * (1S Canc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Dikloksacylina

Correlation coefficient: r = 0.999152, r*2 = 0 998305

Calibration curve: 0.918896 * x + -0.13814

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Cefkwinom

Correlation coefficient: r = 0.995149, r*2 = 0.990321

Calibration curve: 0.195682 * x + -0.0623431

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Gompound name: Cefaleksyna

Correlation coefficient: r = 0.997904, r'2 = 0.995812

Calibration curve: 0.377758 * x + -0.0760252

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

| Cone

Compound name: Erytromycyna

Correlation coefficient: r = 0.994777, r*2 = 0.989581

Calibration curve: 3.96574 * x +-15.1599

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Jozamycyna
Correlation coefficient: r = 0.997071, r2 = 0.994150
Calibration curve: 8.5656 * x + -9.57966
Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Penicylina G

Correlation coefficient: r = 0.998218, r*2 = 0.996438

Calibration curve: 0.0875984 * x + 0.108346

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Compound name: Kloksacylina

Caorrelation coefficient: r = 0.999462, r*2 = 0.998923

Calibration curve: 1.07935 * x + -0.0348518

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area " ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response
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Compound name: Cefapiryna

Correlation coefficient: r = 0.998583, r'2 = 0.997169

Calibration curve: 0.186433 * x + -0.189819

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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00 200 200 60.0

Compound name: Cefalonium

Correlation coefficient: r = 0.998791, r*2 = 0.997584

Calibration curve: 0.526062 * x + -0.238906

Response type: Intemnal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

; - - conc

Compound name: Cefoperazon

Correlation coefficient: r = 0.999030, r'2 = 0.998061

Calibration curve: 0.505677 * x + 0.150657

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis frans: None
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Compound name: Spiramycyna

Correlation coefficient: r = 0.992140, r*2 = 0.984342

Calibration curve: 1.21022 * x + 4.26102

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

‘Compound name: Tiamulina

Correlation coefficient: 1995124, r*2 = 0.990273

Calibration curve: 4.38196 * x + -9.83546

Response type: Intemnal Sid ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Onigin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

T T T T 7 Cone




‘Compound name: Oksytetracyklina

Correlation coefficient: r = 021, r'2 = 0.988077

Calibration curve: 1.5353 * x + -7.0053

Response type: Internal Std { Ref 25 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: 4-epitetracyklina

Correlation coefficient: r = 0.995512, r*2 = 0.991045

Calibration curve: 1.85085 * x +-8.73458

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Doksycyklina

Correlation coefficient: r = 0.997729, r'2 = 0.995464

Calibration curve: 2.7272 * x + -6.55449

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response

Compound name: 4-epioksytetracyklina

Carrelation coefficient: r = 0,994628, r*2 = 0.980284

Calibration curve: 1.49485 * x + -8.09013

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Chlorotetracyklina

Correlation coefficient: r = 0.993936, r2 = 0.987909

Calibration curve: 1.12624 * x +-11.1851

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Linkomycyna

Correlation coefficient: r = 0.998445, r"2 = 0.996892

Calibration curve: 14.1638 * x + -15.3609

Response type: Internal Std ( Ref 25 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

1000

Response
S
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Compound name: Tetracyklina

Correlation coefficient: r = 0998169, r2 = 0.996341

Calibration curve: 1.24861 * x + -6.75842

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None

Response
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3

Compound name: 4-epichlorotetracyklina

Correlation coefficient: r = 0.995996, r*2 = 0.992009

Calibration curve: 0.374734 * x + -2.59853

Response type: Internal Std ( Ref 27 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: Null, Axis trans: None
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0 s0 100 150 200 250 300

Tabela 25. Chromatogramy oznaczanych antybiotykéw — matryca jaja

Marbofloksacyna
jaja F6:MRM of & channels ES+
363.1>3452
10 5.730e+006
% NG
o P min
jaja F6:MRM of 8 channels ES+
363.1>320.1
10[’2:3 4.507e+005
PR min
4.400 4800 4.800 5.000
Danofioksacyna
Jjaja F3:MRM of 10 channels, ES+
358.1>255
100 3.172e+006
REVAN
e v min
jaja F3:MRM of 10 channels, ES+
358123401
100 2.429e+005
A
e ————r
4750 5.000 5.250 5.500
Difloksacyna
Jjaja F15:MRM of 6 channels ES+
400.1>382.1
100 5.065e+005
o
L T . T min
Jjaja F6:MRM of 6 channels ES+
400.1>356.2
100 3.970e+005
VAN
0 T T T T min
525 550 575
Flumechina
jaja F11:MRM of 6 channels,ES+
262.1>202
100 3.777e+006
e
e Tt min
jaja F11:MRM of 6 channels ES+
262.1>244. 11
100 1.676e+006
4o
—LL— T min
750 800

Antybiotyki oznaczane w jajach

Norfloksacyna
Jaja F6:MRM of 8 channels, ES+
320.1>233
100 1.538e+006
%3 /\
0 T T + T T T | T T min
Jaja F6:MRM of 8 channels, ES+
320.1>302.1
100 3.631e+005
%3 /\
P min
4400 4600 43800 5.000
Enrofloksacyna
jaja F14:MRM of 16 channels, ES+
6570008
"
100 oree
;
0 T T T T min
jaja F5:MRM of 16 channels ES+
360.1>342.1
100 3.592e+005
%ji /\
T t maans T min
450 500 550
Kwas oksolinowy
jaja F2:MRM of 4 channels, ES+
262.1>244.1
100 3.118e+005
R
e e min
Jaja F2:MRM of 4 channels ES+
262.1>216
100 3.580e+004
q
T e T min
6.00 6.50 7.00
Sulfaguanidyna
jaja F10:MRM of 2 channels,ES+
215.1>108
100 3.442e+006
%3 A
T f T T { min
jaja F10:MRM of 2 channels, ES+
215.1>156
100 1.658e+006
2
0 T by T T et min
1.750 2.000 2.250
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Ciprofloksacyna

jaja F14:MRM of 16 channels, ES+
332.1>231
100 3.228e+006
4 A
T T T T min
Jjaja F5:MRM of 16 channels,ES+
332.1>314.1
100 4.423e+005
] A
¢ e T min
450 5.00
Sarafloksacyna
jaja F5'MRM of 10 channels, ES+
386.1>368.1
100 2.826e+005
LY
L s
jaja F5:MRM of 10 channels ES+
386.11>348.0
100 3.018e+004
4 A
e TR e min
5.00 5.50 6.00 6.
Kwas nalidyksowy
Jjaja F11:MRM of 6 channels ES+
233.1>215.1
100 7.635e+006
A
Asaseanas T T min
Jjaja F11:MRM of 6 channels,ES+
233.1>187
100 4.146e+006
I
0 e T min
750 8.00
Sulfadiazyna
jaja F12:MRM of 4 channels,ES+
R
+
100 e
d A
& Baans T min
jaja F12:MRM of 4 channels,ES+
251.1>156
100 4.867e+005
€A
0 e T min
400 425 450 475
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Sulfametoksypirydazyna
jaja F3:MRM of 10 channels, ES+
281.1>108.0
100 3.383e+006

%3 A

T T T PRk min
jaja F3:MRM of 10 channels, ES+
281.1>156.05
6.353e+005

in

A

T T M
5.000 5250 5500

T
4750

Sulfamonometoksyna

Jjaja F15:MRM of 6 channels,ES+
281.1>108.01

100 517 7.089e+005
T H T b min

jaja F15:MRM of 6 channels, ES+
281.1>156.0

4.557e+005

100
= min

517
T ‘\
525 550 575 600

Sulfadimetoksyna

jaja F13:MRM of 4 channels ES+
2 abeT008
£
100 e
]
o + T T min
jaja F13:MRM of 4 channels, ES+
311.1>156
100 2.385¢+006
"
0 + Tt T min
6.00 6.50
Amoksycylina
jaja F17:MRM of 2 channels,ES+
366.1>208.1
100 3.059e+006
4
O min
jaja F17:MRM of 2 channels,ES+
366.1>349.1
100 7.145e+005
q A
o e min
3.400 3.600 3.800
Penicylina V
jaja F11:MRM of 6 channels, ES+
351.1>114
100 2.179e+006
4 A
0 e H min
jaja F11:MRM of 6 channels, ES+
351.1>160
100 5.240e+005
%
e min
750 8.00
Nafcylina
jaja F9:MRM of 2 channels ES+
415.1>171
10 5.765e+006
% /\
T min
jaja F9:MRM of 2 channels ES+
415.1>199
101 1.084e+006
; AN
! I i
DA AR AR LASAN ALY min
8.400 8.600 8.800
Ceftiofur
jaja F16:MRM of 3 channels,ES+
524.1>125
100 1.109e+005
Y%
oF K min
6.50 00
jaja F16:MRM of 3 channels, ES+
524.1>241
100 5.400e+004
%
T e min
6.50 7.00
Cefazolina
jaja F3:MRM of 10 channels, ES+
455>156
100 8.319e+005
4 /AN
O e min
jaja F3:MRM of 10 channels, ES+
455>323.1
1.214e+005

e min
4750 5.000 5250 5.500

Sulfametazyna

Jjaja F14:MRM of 16 channels,ES+
279.1>108
100 2.778e+006
b A
4.39
0 T Banns f T min
Jjaja F14:MRM of 16 channels,ES+
279.1>156
+
100 3.076e+005
4
T e F T min
450 5.00 5.5(
Sulfadoksyna
jaja F5:MRM of 10 channels,ES+
311.1>108.01
10 4 466e+006
: N
T b T min
jaja F5:MRM of 10 channels,ES+
311.1>156.01
10 1.966e+006
e min

T
5.00 550 6.00 6.50

Sulfametoksazol

jaja F13:MRM of 4 channels ES+
254.1>108
100 3.294e+005
%3 \/\_1
0 f T T T min
Jjaia F13:MRM of 4 channels ES+
254.1>156
100 3.091e+005
2
L 2l min
6.00 6.50
Ampicylina
jaja F14:MRM of 16 channels,ES+
350.1>106
100 1.369e+006
%
o min
jaja F14:MRM of 16 channels ES+
350.1>160
100 5.615e+005
q A
05y T T min
450 500 5.50
Oksacylina
jaja F8:MRM of 4 channels ES+
402.1>2431
mﬂz:i jk 1.117e+006
0 | T min
jaja F8:MRM of 4 channels,ES+
402.1>160
6.034e+005

Dikloksacylina

jaja F19:MRM of 2 channels,ES+
470>1
100 5.661e+005
I .
0 h T Th T min
jaja F19:MRM of 2 channels ES+
4702311
100 3.537e+005
%:i /\4
O ey min
8750 9.000 9.250
Cefkwinom
jaja F1:MRM of 6 channels ES+
52922125
10 5.070e+005
IV
T T T T min
Jjaja F1:MRM of 6 channels,ES+
5292>134
‘Iﬂ;:% /\ 4.643e+005
T T + I\ T T min
375 400 425 450 475
Cefaleksyna
Jjaja F6:MRM of 8 channels ES+
348 1>106
100 9.993e+005
HEVAN
aas Pt T T min
jaja F6:MRM of 8 channels, ES+
348.1>158
100 3.160e+005
%
T min
4400 4600 4800 5.000
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Sulfatiazol
jaja F1:MRM of 6 channels,ES+
256.1>108
m;::i 3.903e+006
T T T T T min
Jaja F1:MRM of 6 channels, ES+
256.1>156
10"2:3 9.266e+005
e min

375 400 425 450 475

Sulfachinoksalina
jaia F4:MRM of 7 channels,ES+

301.1>156

10 5.308e+005
%

O min

jaia F4-MRM of 7 channels ES+

301.1>108

2.383e+005
T T T
6.500 6.750 7.000 7.250

Sulfamerazyna
jaja F14:MRM of 16 channels ES+
265.1>108
-+
100 3.054e+006
o T P T T min
jaia F14:MRM of 16 channels, ES+
265.1>156
100 8.5238+005
q A
" L } T T min
450 5.00 550
Penicylina G
jaja F7:MRM of 2 channels,ES+
335.1>176
10 2.187e+005
* |/\\
T T T T min
jaja F7-MRM of 2 channels, ES+
335.1>160
10 6.302e+004
* !
LI B e e AL

725 750 775 800

Kloksacylina

jaia F18:MRM of 2 channels ES+
436.1>277.1
10“/0":i A 6.1378+005
ol T T T T 4 T T min
jaia F18:MRM of 2 channels ES+
436.1>160
4 DWD% 6.165e+005
T T T T T T T min
8200 8400 8600  B.80D
Cefapiryna
Jaja F1:MRM of 6 channels ES+
424 12124
10 9.325e+005
4 A
by T T T min
Jaja F1:MRM of 6 channels, ES+
424 1>152
10 1.842e+005
4 A
Ty T T min
375 400 425 450 475
Cefalonium
jaja F6:MRM of 8 channels,ES+
459.1>152
mp::% /\ 3.768e+005
T T st T T min
jaja F6:MRM of 8 channels, ES+
459.1>337 1
m;;:i /\ 2.067e+005
prer e min
4.400 4600 4.800 5.000
Cefoperazon
jaja F5:MRM of 10 channels ES+
646.1>143
2.047e+005
10
d A
T e T T min
jaja F5:MRM of 10 channels ES+
646.1>530.2
1.753e+005
10
b A,
‘I T T T min
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Tylozyna Erytromycyna Spiramycyna
jaja F4:MRM of 7 channels, ES+ jaja F4:MRM of 7 channels ES+ Jaja F15:MRM of 6 channels,ES+
916.5>174.1 7346>158 8435174 1
100 3.144e+006 100 2.4366+006 100 3.225e+005
O T min Oy min o T \‘ T T min
jaja F4:MRM of 7 channels, ES+ Jaja F4:MRM of 7 channels ES+ jaja F15:MRM of 6 channels,ES+
916.5>7725 734 6>576 5 84355540
100 4.997e+005 100 9.734e+005 100 2.329e+004
%% %3 /\_1 %3
O e T T T min 0 ey min P min
6.500 6.750 7.000 7.250 6.500 6.750 7.000 7.250 525 5.50 575 6.00
Tylmikozyna Jozamycyna Tiamulina
Jjaja F2:MRM of 4 channels,ES+ jaja F8:MRM of 4 channels ES+ jaja F20:MRM of 2 channels ES+
869.6>696.6 82861741 494>119
100 1.140e+005 100 2.042¢+006 10 7.140e+006
9A YA 3
Lt T min - T o min - - e min
jaja F2:MRM of 4 channels,ES+ Jjaja F8:MRM of 4 channels ES+ jaia F20:MRM of 2 channels ES+
869.6>174 11 828.6>229.1 404>192
100 2.875e+005 100 4.487e+005 100 2.635e+006
A 5 A 3 A
0 T T T min 0y T T min 0 T ke min
6.00 6.50 7.00 750 775 800 825 200 400 600 00
Oksytetracyklina Tetracyklina 4-epitetracyklina
Jaia F14:MRM of 16 channels ES+ Jaja F3:MRM of 10 channels ES+ laja F3:MRM of 10 channels ES+
461.2>426 2 4453>4102 445324100
2.73%+006
100:3 2.289e+006 100 477 2911e+006 1005 500 &
9 A <A
o ARARRaRRS: T T min T \‘/I\ : TT min o T T min
Jaja F14:MRM of 16 channels ES+ Jaja F3:MRM of 10 channels ES+ jaja F3:MRM of 10 channels ES+
461.2>443.3 4453>4272 4453>4270

1.110e+006 ay7 1.025e+006 1002 500 9.534e+005

10( 100
?2:3 /\ * /\\I/\ %i/\xj
0 S aman T ~ min CE—’ e e min oA T min
450 5.00 5.50 4750 5.000 5250 5.500 4750 5.000 5.250 5.500

Chlorotetracyklina 4-epichlorotetracyklina Doksycyklina

jaja F5:MRM of 10 channels,ES+ jaja F5:MRM of 10 channels, ES+ jaja F14:MRM of 16 channels,ES+
479.2>444.2 479.2>444.0 445.3>154
2.353¢+006 5.67 2.270e+006 7.551e+005

100 100 100
sl <D sy A
e e min T e ey min n-_._._._._.__.LL_,L_L._,_,_Jmin

jaja F5:MRM of 10 channels ES+ jaja F5:MRM of 10 channels ES+ iaia F14:MRM of 16 channels, ES+
479.2>462.2 479.2>462.0 4453>478 2
+
1004496 1.330e+006 100496 567 1.340e+006 100, 3.163e+005
O T T min min 0= y L ~ imin
5.00 550 6.00 6.50 5.00 5.50 6.00 6.50 4.50 5.00 5.50
Linkomycyna Sulfafenazol
jala F12:MRM of 4 channels,ES+ jaja F4:MRM of 7 channels,ES+
407.3>126 315.1>156
10 8.649+006 100 Sulfafanazol 1.168¢+006
kel J\ 102587 23
T T T T min 1.03e5

Jaja F12:MRM of 4 channels ES+ %
407.3>359.3
7.392e+005
108
* j\
L T T ‘ T T min min
4.00 425 450 475 6.500 6.750 7.000 1250

Wszystkie oznaczane w tej procedurze antybiotyki, za wyjatkiem
oksytetracykliny 1 4-epioksytetracykliny, udato si¢ skutecznie rozdzieli¢. Podobnie jak
w poprzedniej procedurze, zoptymalizowana metoda nie pozwala na ich rozdzielenie.
Wymagany MRL zgodnie z ,,Rozporzqdzenie Komisji (UE) nr 37/2010 z dnia 22 grudnia
2009 r. w sprawie substancji farmakologicznie czynnych i ich klasyfikacji pod wzgledem
maksymalnych limitow pozostalosci w Zywnosci pochodzenia zwierzecego ”’[6], wynosi
dla ich sumy 200 pg/kg dla jaj. Dlatego do probek fortyfikowanych dodawano jedynie

oksytetracykling na poziomach odpowiadajacym MRL.

Podczas optymalizacji  procedury przeprowadzono réwniez  odrgbne

do$wiadczenia dla 4-epioksytetracykliny w celu oceny skuteczno$ci jej ekstrakcji.

Wyniki potwierdzily, ze opracowana procedura jest dla niej odpowiednia.
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5.5. Procedura badawcza oznaczania pozostatosci lekdw przeciwbakteryjnych

w miodach metodg chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas

Celem tej procedury jest opracowanie metody oznaczania pozostatosci réznych
grup antybiotykoéw i chemioterapeutykoOw w miodzie, ktory jest naturalnym produktem

bogatym w cukry proste, enzymy, mineraly i przeciwutleniacze.

Midd jest bardzo waznym produktem spozywczym oraz leczniczym, jednak jego
bezpieczenstwo moze by¢  zagrozone przez  pozostatosci  antybiotykow
i chemioterapeutykow stosowanych w pszczelarstwie. Leki te s3 wykorzystywane
do leczenia chorob bakteryjnych pszczot, takich jak zgnilec amerykanski i europejski
oraz nosemoza [197]. Antybiotyki pomagaja chroni¢ pszczoly przed tymi chorobami,
jednak ich niewlasciwe stosowanie moze prowadzi¢ do kumulacji substancji
przeciwbakteryjnych w miodzie, co stwarza zagrozenie dla zdrowiu konsumentow.
Poniewaz dla miodu nie zostaly okreslone warto§ci MRL (maksymalnych limitow
pozostatosci) w Rozporzadzeniu (UE) nr 37/2010, obecno$¢ antybiotykow w tym
produkcie jest niedozwolona. Oznacza to, ze kazda wykryta ilo$¢ tych substancji powyzej
granicy wyznaczonej w walidacji skutkuje wynikiem dodatnim dla badanego miodu.
Dla oznaczanych antybiotykow w miodach przyjeto wartosci MMPR (Minimalne
Wymagania dla Metod Analitycznych), wyznaczone przez EURL (Laboratorium
Referencyjne Unii Europejskiej), ktore okreslajag minimalne stezenia, ktore powinny by¢
oznaczone w przypadku substancji zakazanych lub niedopuszczonych [198], przy czym
MMPR nie jest limitem prawnym tak jak przytaczany w poprzednich procedurach MRL.

Zalecane wartosct MMPR dla antybiotykow w miodzie wynosza:

e Tetracykliny — 10 pg/kg
e Sulfonamidy — 10 pg/kg
e Streptomycyna — 20 pg/kg
e Makrolidy:
Erytromycyna — 20 pg/kg
Tylozyna — 10 ng/kg

Opracowana procedura oznaczania substancji przeciwbakteryjnych opierata si¢
na zastosowaniu dwoch metod ekstrakcji. Dla zwigzkow takich jak makrolidy,

fluorochinolony, tetracykliny, aminoglikozydy i linkozamidy najbardziej efektywna
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metoda jest ekstrakcja na kolumienkach SPE Strata-X z dodatkiem par jonowych
(HFBA). Z kolei dla sulfonamidéw oraz trimetoprimu (grupa diaminopirymidyny)
optymalnym rozwigzaniem jest ekstrakcja na kolumienkach Oasis HLB z zastosowaniem
kwasu octowego. Zastosowanie dwoch metod ekstrakcji pozwala na optymalne

dopasowanie procesu do wtasciwosci chemicznych oznaczanych zwiazkow.
I.  Przygotowanie roztworéw roboczych do wzbogacenia probek

Roztwor roboczy standardu wewnetrznego (IS) sulfafenazolu (2 pg/ml) w wodzie
przygotowywano na biezaco. W tym celu pobrano 20 pl roztworu podstawowego
sulfafenazolu o stezeniu 1000 pg/ml do kolbki miarowej o pojemnosci 10 ml

1 uzupeliono wodg do kreski.

Przygotowanie roztworow roboczych odbywato si¢ na biezaco. Poniewaz dla
miodu nie okre$lono wartosci MRL, dla wszystkich oznaczanych zwigzkéw dazono
do osiggnigcia niskich warto$ci stezen, ponizej 10 pg/kg. Do kolbki miarowej
o pojemnosci 10 ml dodawano po 100 pl roztworéw podstawowych o stezeniu
1000 pg/ml, a nastgpnie uzupelniano woda dejonizowang do kreski. Z przygotowanej
mieszaniny wzorcoéw o stezeniu 10 pg/ml pobrano 1 ml do kolbki miarowej o pojemnosci

10 ml 1 réwniez uzupelniano wodg (Tabela 26 i Tabela 27).
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Tabela 26. Ilosci wzorcow dodawane do roztworow roboczych — miody ekstrakcja na kolumienkach Strata X

O© &0 9 O O B~ W oD =

e e e e
A W N = O

15
16
17
18
19
20

Miody — ekstrakcja kolumienki Strata-X

Zwiazek

Tylozyna
Erytromycyna
Ciprofloksacyna
Marbofloksacyna
Norfloksacyna
Danofloksacyna
Enrofloksacyna
Sarafloksacyna
Difloksacyna
Kwas oksolinowy
Kwas nalidyksowy
Flumechina
Doksycyklina
Oksytetracyklina

(suma oksytetracyklina i 4-epioksytetracyklina)

Tetracyklina
4-epitetracyklina
Chlorotetracyklina
4-epichlorotetracyklina
Linkomycyna

Streptomycyna
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Przyjeta wartosé
stezenia pg/kg
10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10

Przygotowanie roztworu

100 pl x 1000 pg/ml do 10 ml

l

1 ml x 10 pg/ml do 10 ml
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Tabela 27.1losci wzorcow dodawane do roztworéw roboczych — miody ekstrakcja na kolumienkach Oasis HLB

Miody — ekstrakcja kolumienki Oasis HLB

Zwiazek Przyjeta wartos¢ Przygotowanie roztworu
stezenia pg/kg
1 Trimetoprim 10
2 Sulfatiazol 10
3 Sulfamerazyna 10
4 Sulfametazyna 10
5 Sulfametoksazol 10
6 Sulfamonometoksyna 10
7 Sulfadimetoksyna 10
8 Sulfaguanidyna 10 100 ul x 1000 pg/ml do 10ml
9 Sulfadiazyna 10 l
10 = Sulfametoksypirydazyna 10
11 Sulfadoksyna 10 1 mlx 10 ug/ml do 10 ml
12 Sulfachinoksalina 10
13 Sulfacetamid 10
14 Sulfachloropirydazyna 10
15  Sulfapirydyna 10
16  Sulfisoksazol 10
17 Sulfachloropirazyna 10
18  Sulfametizol 10

II.  Przygotowanie i przechowywanie probek do badan

Probki miodu, pobrane do badan przez Inspekcje Weterynaryjng (z wojewodztw
wielkopolskiego, = zachodniopomorskiego,  lubuskiego,  kujawsko-pomorskiego
oraz miody z inspektoratow granicznych — importowane), po zarejestrowaniu 1 nadaniu
numeru badania byty dzielone na dwie cze¢sci. Jedna cze$¢ (B), oznakowana numerem
badania i kierunkiem badania, byla przechowywana w temperaturze pokojowej,
bez dostepu $wiatla, aby zapobiec jej zniszczeniu lub zepsuciu. Prébka ta byla
zachowywana do analiz potwierdzajacych. Druga cze$¢ (A) oznakowana numerem
badania i1 kierunkiem badania byla przechowywana w innym miejscu, réwniez

w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatla, do momentu przeprowadzenia analizy.
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III.  Proébki matrycowe wolne od lekéw przeciwbakteryjnych

Probki miodéw, w ktorych wezesniej nie stwierdzono obecnosci antybiotykow,
zostaly zachowane do pdzniejszego wykorzystania przy tworzeniu zaréwno probek
Slepych, jak i wzbogaconych. Probki te postuzyty jako materiat odniesienia, umozliwiajac
monitorowanie wazno$ci wynikow oraz zapewnienie, ze nie doszto do zanieczyszczen

podczas procesu analizy.
5.5.1. Oczyszczanie prébek i przygotowanie do analizy LC-MS/MS

I. Ekstrakcija na kolumienkach Strata-X — oznaczanie makrolidow,

fluorochinolondéw, tetracyklin, linkozamidow i aminoglikozyvdow w miodzie

Do kazdej serii probek miodow dodano probke odczynnikowa, §lepa matrycowa
oraz cztery probki fortyfikowane, postepujac z nimi w taki sam sposob, jak z probkami
badanymi. Probke odczynnikowa przygotowano, odwazajac (2,00 £ 0,01) g wody
do polipropylenowej probowki wirowkowej o pojemnosci 50 ml. Probka §lepa —
odwazono (2,00 + 0,01) g materiatu wolnego od lekéw przeciwbakteryjnych, réwniez
do polipropylenowej probowki wiréwkowej o tej samej pojemnosci. Probki badane —
odwazono (2,00 + 0,01) g probki do polipropylenowych probowek wirowkowych o tej
samej pojemnosci. Probki fortyfikowane zostaty przygotowane poprzez odwazenie
(2,00£ 0,01) g czystej probki wolnej od lekéw przeciwbakteryjnych (matrycy).
Do kazdej analizowanej probki, z wyjatkiem probki odczynnikowej, dodano 20 pl wzorca
wewnetrznego o stezeniu 2 pg/ml. Do probek fortyfikowanych dodano odpowiednig ilosé¢
mieszaniny wzorcoOw wedtug wartosci, ktore przedstawia Tabela 28. Zawarto$¢ kazdej
probowki zostata doktadnie wymieszana na mieszadle (typu Vortex), odstawiona na okoto

30 minut, a nastgpnie przystgpiono do etapu ekstrakcji.
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Tabela 28. Sposob przygotowania probek fortyfikowanych - matryca miody

Nawazka [lo$¢ roztworu Ilos¢ roztworu IS
Fortyfikat (matryca) WZOIrcowego (2 pg/ml)
[g] [ul] [ul]
Probka odczynnikowa 2,00 (woda) 0 0
Probka slepa 2,00 0 20
Probka fortyfikowana 5 ug/kg 2,00 10 20
Probka fortyfikowana 10 pg/kg 2,00 20 20
Probka fortyfikowana 15 pg/kg 2,00 30 20
Probka fortyfikowana 20 pg/kg 2,00 40 20
Kontrola odzysku 2,00 20 20

Do kazdej probki dodano 18 ml 0,1 M octanu sodu (pH 6) oraz 2 ml 0,2 M HFBA.
Zawarto$¢ wymieszano na mieszadle typu Vortex, a nastgpnie probki umieszczono
w tazni ultradzwigkowej na 30 minut, po czym wytrzasano na wytrzasarce przez nast¢pne
10 minut. Probki wirowano przez 10 minut przy szybkosci 4500 obr./min w temperaturze

<4°C.

Kondycjonowanie kolumienek SPE Strata-X (100mg/6ml) przeprowadzono

poprzez ich kolejno przemycie:

e 5 ml metanolu
e 5 mlwody
e 5ml0,02 M roztworu HFBA

Na wykondycjonowane zloza kolumienek naniesiono uzyskany supernatant.
Po przejsciu ekstraktu przez zloze, kolumienki przemyto dwukrotnie po 5 ml wody,
nastepnie suszono pod proznig przez 10 minut. Anality eluowano dwukrotnie po 3 ml
mieszaning MeCN:0,025% HFBA (9+1; V1+V2). Otrzymany eluat odparowano do sucha
w strumieniu azotu w bloku grzejnym w temperaturze 45 + 5°C. Sucha pozostatos¢
rozpuszczono w 500 pl roztworu 0,025% HFBA i wymieszano na mieszadle. Otrzymane
ekstrakty przeniesiono do probowek z dnem stozkowym (typu eppendorf) i ponownie
wirowano przez 10 minut przy szybkosci 2000 obr./min w temperaturze < 4°.
Odwirowane ekstrakty przeniesiono do fiolek 1 przeznaczano do analizy

chromatograficznej LC-MS/MS.
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11. Ekstrakcja na kolumienkach Oasis HLLB — oznaczanie diaminopirymidyn i

sulfonamidow w miodzie

Do kazdej serii probek miodéw dodano probke odczynnikowa, Slepa matrycowa
oraz cztery probki fortyfikowane, postepujac z nimi w taki sam sposob, jak z probkami
badanymi. Prébke odczynnikowa przygotowano, odwazajac (2,00 £ 0,01) g wody
do polipropylenowej proboéwki wirdwkowej o pojemnosci 50 ml. Prébka §lepa —
odwazono (2,00 + 0,01) g materialu wolnego od lekow przeciwbakteryjnych
do polipropylenowej probowki wiréwkowej o pojemnosci 50 ml. Dla probek badanych
odwazono (2,00 £ 0,01) g probki do polipropylenowych probowek wirowkowych o tej
samej pojemnosci. Probki fortyfikowane zostaly przygotowane poprzez odwazenie
(2,00£ 0,01) g czystej probki wolnej od lekéw przeciwbakteryjnych (matrycy).
Do kazdej analizowanej probki, z wyjatkiem probki odczynnikowej, dodano 20 pl wzorca
wewnetrznego o stezeniu 2 pug/ml. Do probek fortyfikowanych dodano odpowiednig ilos¢
mieszaniny wzorcow wedlug warto$ci, ktére przedstawia Tabela 28. Zawartos$¢ kazdej
probowki zostata doktadnie wymieszana na mieszadle (typu Vortex), odstawiona na okoto

30 minut, a nastgpnie przystgpiono do etapu ekstrakc;ji.

Do kazdej probki dodano 15 ml 2% kwasu octowego. Zawarto§¢ wymieszano
na mieszadle, a nastgpnie umieszczono w fazni ultradzwigkowej na okoto 30 minut,
nastepnie wytrzgsano na wytrzasarce przez kolejne 10 minut. W kolejnym kroku probki

wirowano przez 10 minut przy szybkosci 4500 obr./min w temperaturze < 10°C.

Kondycjonowanie kolumienek SPE Oasis HLB (200mg/6ml), przeprowadzono

poprzez ich przemycie kolejno:

e 5 ml acetonitrylu

e 5 mlwody

Na wykondycjonowane ztoza kolumienek naniesiono uzyskane supernatanty.
Po przejsciu ekstraktu przez zloze, kolumienki przemyto 5 ml wody 1 suszono
pod préznig przez 10 minut. Anality eluowano dwukrotnie po 2,5 ml acetonitrylu.
Otrzymany eluat odparowano do sucha pod azotem w bloku grzejnym w temperaturze
45+ 5°C. Sucha pozostalos¢ rozpuszczono w 0,5 ml roztworu 0,025% HFBA,
wymieszano na mieszadle, a nastgpnie przeniesiono do fiolek i przeznaczano do analizy

chromatograficznej LC-MS/MS.
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5.5.2. Warunki analizy LC-MS/MS oraz ich optymalizacja

Analizy przeprowadzono za pomoca ultrawysokosprawnego chromatografu
cieczowego Acquity UPLC I-Class sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas

Xevo TQ-XS, firmy Waters (Stany Zjednoczone).

Detektor mas pracowal z wykorzystaniem zrodla jonizacji typu elektrospray
w trybie dodatniej jonizacji (ESI+), a dane rejestrowano w trybie monitorowania wielu
reakcji (MRM). Parametry systemu zostaly zoptymalizowane w celu uzyskania
maksymalnej efektywnosci jonizacji oznaczanych antybiotykow. Warto$ci m/z dla jonow
macierzystych oraz jonéw potomnych zostaly okreslone na podstawie dostgpne;j literatury

naukowej.

W celu optymalizacji parametrow przygotowano pojedyncze roztwory wszystkich
antybiotykow o stezeniu 0,1 pg/ml w metanolu o czystosci LC/MS, ktdére nastepnie
bezposrednio wstrzykiwano do zZrédta jonizacji. Optymalizacja warunkow dla kazdego
antybiotyku byla przeprowadzana indywidualnie. W pierwszej kolejnosci okreslono
optymalne parametry dla jonu macierzystego, aby uzyska¢ maksymalng intensywnos¢
sygnatu, a nast¢pnie, przy wiaczonym gazie kolizyjnym, dostosowano warunki dla jonow

potomnych.

Podczas optymalizacji sprawdzano rdézne warto$ci napigcia na kapilarze,
temperature zrodta 1 gazu desolwatacyjnego oraz przeptywy gazow. Ostatecznie dobrano
wspoélne parametry, ktore zapewnialy najlepsza jonizacj¢ dla wszystkich oznaczanych

w metodzie antybiotykow.

Dla obu metod ekstrakcji, obejmujacych wszystkie oznaczane w tej procedurze
zwigzki, zastosowano jednolite parametry pracy detektora. Napigcie na kapilarze
ustawiono na 1,0 kV, temperatura zrodta wynosita 150°C, a gaz desolwatacyjny (azot)
byl podgrzewany do 550°C. Przepltyw gazu w stozku ustalono na 150 1/h, natomiast gazu
desolwatacyjnego na 1100 1/h. Przeptyw gazu zderzeniowego (argon) wynosit

0,15 ml/min.

Parametry, takie jak napigcie na stozku (cone) oraz energia kolizyjna, zostaty
indywidualnie dostosowane dla kazdego antybiotyku. W procesie optymalizacji,

podobnie jak w poprzednich procedurach, wybrano po dwa jony fragmentacyjne
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dla kazdego zwigzku — jon iloSciowy, wykorzystywany do oznaczen ilo$ciowych, oraz

jon potwierdzajacy, stuzacy do potwierdzenia obecnosci analitu.

Metoda MRM dla antybiotykow poddanych ekstrakcji na kolumienkach Strata-X
(fluorochinolony, makrolidy, linkozamidy, tetracykliny, aminoglikozydy) zostata
podzielona na dwadzie$cia dwa przedziaty czasowe, przy czym dla kazdego zwigzku
przypisano jeden kanat MRM, co zapewnialo najlepszg selektywno$¢ oznaczen.
Opoznienie migdzy skanami oraz migdzy kanalami wynosito 0,003 sekundy.
Dla antybiotykow ekstrahowanych na kolumienkach Oasis HLB (sulfonamidy,
diaminopirymidyny) zastosowano dziewigtnascie przedzialdow czasowych, rowniez
z op6znieniem 0,003 sekundy miedzy skanami i kanalami. Wszystkie dane, w tym czasy

retencji (RT), jony macierzyste oraz jony potomne, zostaly przedstawione w tabelach

(Tabela 29, Tabela 30).
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Tabela 29. Parametry dla zwigzkow po ekstrakcji SPE — Strata-X

RT - czas retencji, CV — napigcie na stozku, CE — energia kolizyjna, MRM — przedzialy czasowe:

1-2, 4-12, 14-19, 22 = (1,00 — 8,00 min); 3 = (3,00 — 8,00 min); 13 = (4,00 — 8,00 min); 20 = (2,00 — 3,60 min); 21 =
(4,00 — 8,00 min)

Jon
Zwigzek (nIil;l) macgfl;g;sty J Ony(rril(;‘;(;mne ?\)/)' (S\]?) MRM
Marbofloksacyna 2,90 363,1 320,1/345,2 30 15/22 9
Norfloksacyna 2,89 320,1 233,0/302,1 30 25/18 5
Ciprofloksacyna 3,00 332,1 231,0/314,1 32 33/19 6
Danofloksacyna 3,11 358,1 255,0/340,1 35 37/24 7
Enrofloksacyna 3,31 360,0 286,0/342,1 35 33/21 8
Sarafloksacyna 3,73 386,1 348,0/368,1 33 33/23 10
Difloksacyna 3,82 400,1 356,2/382,1 35 19/23 11
Kwas oksolinowy 3,72 262,1 216,0/244,1 31 27/21 3
Kwas nalidyksowy 4,99 233,1 187,0/215,1 20 22/21 1
Flumechina 5,26 262,1 202,0/244,11 30 30/20 2
Tylozyna 5,48 916,5 174,1/772,5 40 39/27 22
Erytromycyna 5,29 734,6 158,0/576,5 30 25/19 21
Linkomycyna 2,55 407,3 126,0/359,3 33 25/18 12
Oksytetracyklina 3,04 461,2 426,2/443,3 26 19/12 16
4-epioksytetracyklina 3,04 461,2 426,2/443,3 26 19/12 17
Tetracyklina 3,37 4453 410,2/427,2 25 20/15 14
4-epitetracyklina 3,18 4453 410,2/427,2 25 20/15 15
Chlorotetracyklina 4,20 479,2 444,2/462,2 24 24/20 18
4-epichlorotetracyklina 3,88 479,2 444.2/462,2 24 24/20 19
Doksycyklina 4,41 4453 154,0/428,2 25 29/21 13
Streptomycyna 2,56 582,3 246,1/263,1 43 35/33 20
Sulfafenazol IS 4,37 315,1 156,0 39 21 4
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Tabela 30. Parametry dla zwiqzkow po ekstrakcji SPE - Oasis HLB
RT - czas retencji, CV — napiecie na stozku, CE — energia kolizyjna, MRM — przedzialy czasowe:
1=(0,50 — 1,5 min); 2 = (1,30 — 2,00 min); 3-4 = (1,00 — 4,00 min); 5 = (3,20 — 4,50 min); 6-7 = (1,00 — 3,00 min);
8 =(2,00 — 5,00 min); 9-10 = (1,00 — 4,00 min); 11 = (1,00 — 2,70); 12 = (2,60 — 4-00 min); 13-14 =(2,00 — 6,00 min);
15=(2,00 — 5,00 min); 16 = (3,00 — 6,00 min); 17-18= (2,00 — 6,00 min); 19 = (1,00 — 7,00 min)

Zwiazek

Sulfatiazol
Sulfamerazyna
Sulfametazyna
Sulfametoksazol
Sulfamonometoksyna
Sulfadimetoksyna
Sulfaguanidyna
Sulfadiazyna
Sulfametoksypirydazyna
Sulfadoksyna
Sulfachinoksalina
Sulfacetamid
Sulfachloropirydazyna
Sulfapirydyna
Sulfisoksazol
Sulfachloropirazyna
Sulfametizol
Trimetoprim

Sulfafenazol IS

RT
(min)

1,83
2,10
2,43
3,41
2,86
421
1,08
1,74
2,49
3,32
4,25
1,61
3,10
1,97
3,66
4,14
2,44
3,07

4,39

Jon
macierzysty
(m/z)

256,1
265,1
279,1
254,1
281,1
311,1
215,1
251,1
281,1
311,1
301,1
215,2
285,4
250,2
268,2
285,4
271,0
292,0

315,1

Jony potomne

(m/z)
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
92,0/156,0
92,0/156,0
92,0/156,0
108,0/156,0
108,0/156,0
156,0/92,0
231,0/262,0

156,0

cv
V)

29
31
30
31
30
30
23
26
29
29
29
19
29
24
22
27
30
35
39

CE
(eV)

23/14
25/19
26/20
24/18
24/17
25/20
20/15
23/16
25/18
24/19
22/18
26/11
27/14
28/17
26/14
27/14
12/26
23/25

21

MRM

10

12

17

11

18

16

13

14

15

19

System UPLC I-Class sktadat si¢ z autosamplera wyposazonego w tacki tacznie

na 96 fiolek, degazera, pompy binarnej, wstrzykiwacza oraz termostatu do kolumn

chromatograficznych. Do rozdzielenia oznaczanych antybiotykow wykorzystano

kolumne chromatograficzng Acquity UPLC HSS C18 (2,1 x 100 mm; 1,8 um) firmy

Waters, z filtrem (0,2 um; 2,1 mm) firmy Waters.
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W celu optymalizacji warunkéw rozdzielenia antybiotykow dla obu metod
przygotowania probek, obejmujacej dobor faz ruchomych oraz gradientu, przygotowano
mieszaning wzorcowg wszystkich oznaczanych antybiotykéw w stezeniu 0,1 pg/ml
w 0,025% HFBA. Pozwolito to na okreslenie optymalnych warunkéw rozdzielenia
oznaczanych zwigzkoéw. W przypadkach, gdy pojawiaty si¢ dwa piki odpowiadajace temu
samemu analitowi, przeprowadzano dodatkowg analiz¢ pojedynczego wzorca. Dotyczyto

to szczegolnie sulfonamidow, fluorochinolondw i tetracyklin.

Podczas optymalizacji metody LC dla oznaczania substancji przeciwbakteryjnych
w miodzie zastosowano fazg ruchoma opracowang dla matrycy mig$ni, ktora sktadata si¢
z 0,025% HFBA w wodzie (faza A) oraz acetonitrylu (faza B). Wybor ten byt konieczny
ze wzgledu na oznaczanie streptomycyn. Nie testowano innych sktadéow faz ruchomych,
natomiast przeprowadzono optymalizacj¢ gradientu elucji. Uzyskane wyniki
potwierdzity odpowiednie rozdzielenie pikéw oraz wiasciwg intensywnos$¢ sygnatu,

co umozliwito zastosowanie tej metody do oznaczania antybiotykow w miodzie.

Dzigki zastosowaniu tych samych faz ruchomych do analizy probek
przygotowanych dwoma roéznymi procedurami ekstrakcji antybiotykdw w miodzie,
mozliwe byto jednoczesne przeprowadzanie analizy z uzyciem tego samego aparatu.
Takie podejscie skrocito calkowity czas analizy, zamiast dwoch oddzielnych dni
wszystkie oznaczenia mogly zosta¢ wykonane w jednym dniu, co przyspieszyto proces

badawczy.

Szczegotowe warunki chromatograficzne przedstawialy si¢ nastgpujaco: faza
ruchomg A byt 0,025% HFBA w wodzie, a fazag B acetonitryl. Temperatura kolumny
w trakcie analizy wynosita 35°C, a przeptyw 0,3 ml/min. Poczatkowy gradient wynosit
85% dla fazy A i zmieniat si¢ do 6,5 minuty do 50%, do 8 minuty osiagat 0% dla fazy A
1 ponownie wzrastat do 9 minuty do 85%. Stabilizacja kolumny trwata 2 minuty, a faczny

czas analizy wynosit 11 minut (Tabela 31). Objetos¢ nastrzyku wynosita 10 pl.
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Tabela 31. Gradient faz ruchomych dla oznaczania antybiotykow w miodach

. Sy Faza A Faza B
Czas (min) (i) 0,025% }?;gA w H,O I\/I(cz/oc)N Krzywa
0 0,30 85,0 15,0 -
6,5 0,30 50,0 50,0 6
8,0 0,30 0,0 100,0 6
9,0 0,30 85,0 15,0 11
11,0 0,30 85,0 15,0 -

5.5.3. Optymalizacja warunkéw ekstrakgji

Celem optymalizacji warunkéw ekstrakcji bylo opracowanie miarodajnej
procedury analitycznej oznaczania pozostatosci antybiotykow i chemioterapeutykow

w miodzie.

Glownym kryterium bylo uzyskanie jak najwyzszych odzyskow dla oznaczanych
antybiotykdw w miodzie, co jest kluczowe dla zapewnienia miarodajnych wynikow
badan. Waznym zadaniem bylo réwniez zminimalizowanie efektow matrycy, ktore
moglyby zaktdca¢ analize¢ poprzez generowanie interferencji lub fatszywych wynikow.
Podczas opracowywania procedury uwzgledniono takze uzyskanie odpowiedniej
powtarzalnos$ci oraz doktadnosci. Spetnienie tych kryteriow byto niezbedne do wdrozenia

opracowanej metody do rutynowych analiz kontrolnych miodu.

Podobnie jak w przypadku innych matryc, ekstrakcja roznych grup antybiotykow
z miodu stanowi wyzwanie ze wzgledu na jego ztozony sktad chemiczny. Midd zawiera
ponad 300 réznych zwigzkow chemicznych [199]. Gléwng grupe stanowia cukry, ktére
facznie odpowiadaja za okoto 77% sktadu miodu, przy czym dominujacymi sa fruktoza
oraz glukoza. [199]. Ze wzgledu na obecnos¢ cukrow, antybiotyki mogg si¢ z nimi
wigzac, co dodatkowo utrudnia ich ekstrakcje. Oprocz tego w miodzie wystepuja bialka,
kwasy organiczne, aminokwasy, enzymy, flawonoidy, antocyjany 1 witaminy [200].
Ztego wzgledu, aby ograniczy¢ wplyw matrycy na wyniki analizy konieczne

jest zastosowanie odpowiednich technik oczyszczania przed analizg.

Podobnie jak w przypadku innych matryc, do ekstrakcji antybiotykéw z miodu

stosuje si¢ rozne metody, jednak najczesciej wykorzystywang technika jest ekstrakcja
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SPE [201-205]. W ostatnich latach rowniez coraz cze¢sciej stosuje si¢ metody QUEChERS
[81, 206]. Aby utatwié proces ekstrakcji, probki miodu sg czgsto rozpuszczane w wodzie

lub odpowiednim roztworze przed zastosowaniem wilasciwej procedury oczyszczania

[207].

Doboér optymalnej metody ekstrakcji substancji przeciwbakteryjnych z miodu
stanowi wyzwanie ze wzgledu na zlozong matryc¢ oraz zrdznicowane wilasciwosci
chemiczne oznaczanych zwigzkéw. Na podstawie przeanalizowanych publikacji przyjeto
zatozenie o zastosowaniu dwoch odrebnych metod w zaleznosci od grupy antybiotykow.
Sulfonamidy oraz trimetoprim ekstrahowano przy uzyciu dwoch réznych typéw kolumn
SPE: SCX [205] oraz Oasis HLB [203]. Natomiast pozostate antybiotyki
(fluorochinolony, makrolidy, tetracykliny, linkozamidy i aminoglikozydy), oznaczano

z wykorzystaniem kolumny Strata-X [208].

W literaturze podkresla si¢, ze w przypadku sulfonamidéw, ktore moga tworzy¢
kompleksy z cukrami w miodzie, konieczne jest zastosowanie hydrolizy kwasowej w celu
ich rozbicia [207]. Tolgyesi [209] wykazal skuteczno$¢ zastosowania 2% kwasu
octowego w oznaczaniu sulfonamidow oraz trimetoprimu, dlatego w doswiadczeniach
wyprobowano go do przeprowadzenia hydrolizy. Kwasu octowego nie zastosowano
jednak podczas ekstrakcji pozostatych grup antybiotykdow, poniewaz makrolidy
(erytromycyna, tylozyna) sg wrazliwe na srodowisko kwasne [200]. Z uwagi na wysoka
polarno$¢ aminoglikozydow, w procedurze ekstrakcji zastosowano dodatek odczynnika
jonowego (HFBA), ktory poprzez tworzenie par jonowych z faza stacjonarng zwigksza

ich retencje oraz odzysk [210].

Probki miodu zostaly zebrane przez Inspekcje Weterynaryjng, dostarczone
do Laboratorium Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Poznaniu, nast¢pnie podzielone
1 do momentu badania przechowywane w temperaturze pokojowej bez dostgpu §wiatla.
Doswiadczenia  przeprowadzono, uwzgledniajac  przeanalizowang  literaturg

oraz metodyke opracowang w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym w Putawach.

Do kazdego doswiadczenia przygotowano po sze$¢ probek miodu: dwie probki
miodu akacjowego, dwie probki miodu gryczanego 1 dwie probki miodu rzepakowego,
na kazdy poziom stezenia. Probki podzielono na trzy grupy odpowiadajace poziomom
stezen: 5 ng/kg, 10 ng/kg oraz 15 pg/kg. Dodatkowo przygotowano probke slepa w celu

wykluczenia ewentualnego zanieczyszczenia pochodzacego z tla.
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Doé$wiadczenie 1

Probki odwazono po (2,00 = 0,01) g do polipropylenowych probowek
wirowkowych. Do kazdej probki dodano 20 pl wzorca wewnetrznego (sulfafenazolu)
o stezeniu 2 pug/ml oraz sporzadzong mieszaning wzorcéw z grupy fluorochinolonow,
makrolidow, tetracyklin, linkozamidéw i aminoglikozyddéw na odpowiednich poziomach
stezen, w objetosciach: 10 ul dla 5 pg/kg, 20 ul dla 10 pg/kg 1 30 ul dla 15 pg/kg.
Do probki $lepej dodano wytacznie 20 pl wzorca wewnetrznego. Po doktadnym
wymieszaniu probowek odczekano 30 minut. Nastepnie do kazdej probki dodano 18 ml
0,1 M octanu sodu w wodzie (pH 6) oraz 2 ml 0,2 M HFBA. Probki mieszano
na mieszadle typu Vortex, po czym umieszczono je w tazni ultradzwiekowej na 30 minut,
a nastepnie wytrzgsano przez 10 minut na wytrzasarce. Kolejnym krokiem byto

wirowanie probek przez 10 minut przy 4500 obr./min w temperaturze < 4°C.

Kolumienki Strata-X (100mg/6ml) kondycjonowano kolejno: 5 ml metanolu, 5 ml
wody dejonizowanej oraz 5 ml 0,02 M roztworu HFBA. Na wykondycjonowane kolumny
naniesiono supernatant. Po przej$ciu ekstraktu przez ztoze kolumny przemyto dwukrotnie
5 ml wody, a nastepnie suszono pod proznig przez 10 minut. Po wysuszeniu anality
eluowano dwukrotnie przy uzyciu 3 ml mieszaniny MeCN:0,025% HFBA (9+1; VI+V2).
Zebrany eluat odparowano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze 45 + 5°C.
Otrzymang pozostatos¢ rozpuszczono w 500 pl roztworu 0,025% HFBA, wymieszano
na mieszadle, a nastgpnie przeniesiono do probdéwek z dnem stozkowym 1 wirowano
przez 10 minut przy 2000 obr./min w temperaturze < 4°C. Uzyskane ekstrakty

przeniesiono do fiolek i przeznaczono do analizy chromatograficznej LC-MS/MS.

Doswiadczenie 2

Probki odwazono po (2,00 = 0,01) g do polipropylenowych probowek
wirowkowych. Do kazdej probki dodano 20 pl wzorca wewnetrznego (sulfafenazolu)
o stezeniu 2 pg/ml oraz sporzadzong mieszaning sulfonamidéw oraz trimetoprimu
na odpowiednich poziomach stezen, w objetosciach: 10 pl dla 5 pg/kg, 20 ul dla 10 pg/kg
130 ul dla 15 pg/kg. Do probki slepej dodano wytacznie 20 pul wzorca wewnetrznego.
Po doktadnym wymieszaniu probowek odczekano 30 minut. Nastepnie do kazdej probki
dodano 15 ml 2 % kwasu octowego w wodzie. Probki mieszano na mieszadle typu Vortex,

po czym umieszczono je w tazni ultradzwigkowej na 30 minut, a nast¢pnie wytrzasano
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przez 10 minut na wytrzasarce. Kolejnym krokiem byto wirowanie probek przez 10 minut

przy 4500 obr./min w temperaturze < 4°C.

Kolumienki SCX (500mg/3ml) kondycjonowano kolejno: 5 ml metanolu oraz
5ml 2% kwasu octowego. Na wykondycjonowane zloza naniesiono supernatant.
Po przejsciu ekstraktu przez ztoze kolumienki przemyto 5 ml 2% kwasu octowego,
nastepnie 5 ml metanolu i suszono pod proznig przez 10 minut. Anality eluowano
dwukrotnie, stosujac po 2,5 ml mieszaniny acetonitrylu i 25% amoniaku (95+5; V1+12).
Zebrany eluat odparowano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze 45 + 5°C.
Otrzymang pozostalo$¢ rozpuszczono w 500 pl roztworu 0,025% HFBA, wymieszano
na mieszadle, a nast¢gpnie przeniesiono do probowek z dnem stozkowym i wirowano
przez 10 minut przy 2000 obr./min w temperaturze < 4°C. Uzyskane ekstrakty

przeniesiono do fiolek i przeznaczono do analizy chromatograficznej LC-MS/MS.

Do$wiadczenie 3

Procedura przygotowania probek do etapu kondycjonowania byta identyczna jak
w Doswiadczeniu 2. W tej cze$ci badania zastosowano jednak kolumienki Oasis HLB

(200 mg/6 ml).

Kolumienki Oasis HLB (200 mg/6 ml) kondycjonowano kolejno 5 ml acetonitrylu
oraz 5 ml wody. Po naniesieniu supernatantu i przejsciu ekstraktu przez ztoze, kolumienki
przemyto 5 ml wody, a nastgpnie anality eluowano dwukrotnie 2,5 ml acetonitrylu.
Zebrany eluat odparowano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze 45 + 5°C.
Otrzymang pozostatos$¢ rozpuszczono w 500 pl roztworu 0,025% HFBA, wymieszano na
mieszadle, a nastg¢pnie przeniesiono do probowek z dnem stozkowym i wirowano przez
10 minut przy 2000 obr./min w temperaturze < 4°C. Uzyskane ekstrakty przeniesiono

do fiolek i przeznaczono do analizy chromatograficznej LC-MS/MS.

Po przeanalizowaniu probek z Doswiadczenia 1, Doswiadczenia 2
1 Doswiadczenia 3 technikg LC-MS/MS sprawdzono i poréwnano odzyski antybiotykow
na wszystkich poziomach stezen. Przeprowadzono analiz¢ wplywu zastosowanej
procedury oznaczania, stezenia analitow, zastosowanych kolumienek SPE oraz rodzaju

miodu na uzyskane wyniki.

Szczegdtowe wyniki odzyskéw oznaczanych substancji przeciwbakteryjnych

w miodach na poszczegdlnych poziomach stezen przedstawiono w tabelach: Tabela A 9,
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Tabela A 10, Tabela A 11. Natomiast $rednie odzyski z Doswiadczenia 1 zestawiono
w Tabela 32, a odzyski z Dos$wiadczen 2 i1 3 przedstawiono w Tabela 33.
Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na poréwnanie skutecznosci roznych
kolumienek SPE stosowanych do ekstrakcji antybiotykow z miodu. W badaniach

wykorzystano kolumienki Strata-X, Oasis HLB oraz SCX.

Tabela 32. Uzyskane odzyski w Doswiadczeniu 1 (matryca miody)

Zwiazek Odzysk (%) Sredni odzysk (%)
DOSWIADCZENIE 1
Marbofloksacyna 95,9
Norfloksacyna 92,6
Ciprofloksacyna 94,5
Danofloksacyna 93,3
Enrofloksacyna 96,7
93,1
Sarafloksacyna 91,8
Difloksacyna 94,1
Kwas oksolinowy 89,9
Kwas nalidyksowy 89,3
Flumechina 93,3
Tylozyna 89,5 9.1
Erytromycyna 90,8
Oksytetracyklina 94,6
4-epioksytetracyklina 94,5
Tetracyklina 93,5
4-epitetracyklina 93,4 93,8
Chlorotetracyklina 93,0
4-epichlorotetracyklina 94,1
Doksycyklina 93,3
Linkomycyna 96,2 96,2
Streptomycyna 88,8 88,8
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Tabela 33. Uzyskane odzyski w Doswiadczeniu 2 i Doswiadczeniu 3 (matryca miody)

) Odzysk , ) Sredni odzysk
Zwigzek Sredni odzysk (%)  Odzysk (%)
(%) (%)
DOSWIADCZENIE 2 DOSWIADCZENIE 3
Sulfatiazol 15,3 97,3
Sulfamerazyna 33,9 94,3
Sulfametazyna 17,7 96,5
Sulfametoksazol 73,0 96,7
Sulfamonometoksyna 73,4 97,5
Sulfadimetoksyna 41,4 93,8
Sulfaguanidyna 9,03 96,6
Sulfadiazyna 612 Z uwagi na duzy rozrzut 96.9
- wynikow nie policzono
Sulfametoksypirydazyna 47,3 ] . 95,9 96,4
$redniego odzysku dla tej
Sulfadoksyna 74,9 o 97,0
grupy zwigzkow

Sulfachinoksalina 22,7 97,4
Sulfacetamid 64,7 96,8
Sulfachloropirydazyna 74,6 95,9
Sulfapirydyna 37,5 96,0
Sulfisoksazol 74,8 96,8
Sulfachloropirazyna 54,1 96,2
Sulfametizol 57,8 97,6
Trimetoprim 12,2 12,2 96,1 96,1

Wykres 6. Sredni odzysk antybiotykéw 7 matrycy miodu — Doswiadczenie 1

Sredni odzysk antybiotykéw
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Wykres 7. Sredni odzysk antybiotykéw z matrycy miodu — poréwnanie Doswiadczenia 2 i Doswiadczenia 3

Sredni odzysk antybiotykéw

100
90
80
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40
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20

%

W Doswiadczenie 2 W Doswiadczenie 3

W Doswiadczeniu 1, ktéore obejmowalo oznaczanie antybiotykéw z grup
fluorochinolonéw, tetracyklin, makrolidow, linkozamidow i aminoglikozydow, uzyskano
wysokie odzyski, mieszczace si¢ w zakresie od 88,8% dla streptomycyny do 96,7%
dla enrofloksacyny. Wszystkie oznaczane w tym doswiadczeniu antybiotyki wykazaty
porownywalny poziom odzysku, co potwierdza dobrag skutecznos$¢ tej metody ekstrakcji
i oczyszczania na kolumienkach Strata-X dla tych zwigzkéw. Srednie wartosci odzysku
dla oznaczanych antybiotykdw zostaty rowniez przedstawione na wykresie (Wykres 6).
Metoda z zastosowaniem kolumienek Strata-X zapewnita skuteczng ekstrakcje
1 oczyszczanie fluorochinolonow, tetracyklin, makrolidow, linkozamidow
1 aminoglikozydéw, potwierdza to jej przydatnos¢ do rutynowego oznaczania
pozostatosci tych antybiotykéw w miodzie i jest zgodne z danymi literaturowymi

wskazujgcymi na ich przydatno$¢ w tego typu oznaczeniach.

Doswiadczenia, podczas ktorych oznaczano sulfonamidy 1 trimetoprim
z wykorzystaniem dwoch réznych kolumienek SPE, wykazaly znaczace rdznice
w skuteczno$ci ekstrakeji tych zwigzkow w zaleznosci od zastosowanej kolumny.
Odzyski uzyskane w Doswiadczeniu 2, gdzie zastosowano kolumienki SCX, byly niskie

i zroznicowane. Zaden zwigzek nie osiagnat zalozonego poziomu 80%, a w przypadku
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niektorych substancji, takich jak sulfatiazol, sulfametazyna, sulfaguanidyna
1 trimetoprim, odzyski nie przekroczyty 20%. Wyniki te potwierdzaja niska skuteczno$é

tej metody oczyszczania dla badanych zwigzkéw w tej matrycy.

W Doswiadczeniu 3, w ktorym zastosowano kolumienki Oasis HLB, uzyskane
wyniki odzysku byly wysokie i wynosily od 93,8% do 97,6%. Procedura ekstrakcji
sulfonamidéw 1 trimetoprimu z uzyciem kolumienek Oasis HLB zapewnita skuteczng
ekstrakcje tych zwigzkéw oraz efektywne oczyszczanie probki. Roznice w odzyskach
uzyskane pomigdzy Doswiadczeniem 2 a 3 przedstawiono na wykresie (Wykres 7).
Ilustruje on wzrost efektywnosci ekstrakcji po zastosowaniu innego rodzaju kolumienek
SPE. Jak podkreslano w literaturze, wybor odpowiedniej techniki oczyszczania probki
oraz wilasciwy dobdr kolumienek SPE ma kluczowy wplyw na uzyskane odzyski,

zwlaszcza w analizie substancji przeciwbakteryjnych w miodzie.

Procedura zastosowana w Do$wiadczeniu 3, oparta na oczyszczaniu przy uzyciu
kolumienek Oasis HLB, pozwala na skuteczng ekstrakcj¢ sulfonamidéw 1 trimetoprimu,
co potwierdza jej przydatno$¢ do rutynowych badan pozostalosci tych zwiazkow
w miodzie. Szerokie zastosowanie kolumienek Oasis HLB w tego typu analizach

znajduje rowniez potwierdzenie w literaturze.

Probki Slepe przygotowane dla matrycy miodu potwierdzily brak
zanieczyszczenia tla dla metod oczyszczania zastosowanych w Dos$wiadczeniu 1 1 3.
Wyniki te wskazuja, ze zastosowane procedury skutecznie minimalizujg wplyw matrycy,

co jest kluczowym aspektem w analizach LC-MS/MS.

Podsumowujac, celem tych do§wiadczen bylo opracowanie procedury ekstrakcji,
ktéra zapewni powtarzalne i1 wysokie odzyski substancji przeciwbakteryjnych
oznaczanych w miodzie. W wyniku przeprowadzonych badan jako optymalne podejscie
wybrano oczyszczanie na kolumienkach Strata-X dla fluorochinolonow, tetracyklin,
makrolidow, linkozamidéw 1 aminoglikozydoéw oraz Oasis HLB dla sulfonamidow
1 diaminopirymidyn (trimetoprimu). Dodatkowo analiza wynikoéw wykazata, ze poziom
stezenia oraz rodzaj miodu nie mialy wptywu na uzyskane odzyski. Zastosowanie tych
dwoch metod pozwolito uzyska¢ wysokie 1 powtarzalne odzyski dla wszystkich
wymienionych grup antybiotykdéw, co potwierdza ich przydatnos¢ w rutynowym

oznaczaniu pozostatosci antybiotykow w miodzie.
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5.5.4. Ocena skutecznosci metody — krzywe wzorcowe i chromatogramy

W celu oceny skutecznos$ci opracowanej procedury oznaczania antybiotykow
w miodach przygotowano probki miodéw, do ktorych dodano wzorzec wewngtrzny
oraz odpowiednie iloSci wzorcow antybiotykow, tak aby uzyskac st¢zenia odpowiadajace
czterem poziomom: 5 pg/kg, 10 pg/kg, 15 pg/kg oraz 20 pg/kg, przygotowano takze
probke $lepa. Mieszaning wzorcowa przygotowano zgodnie z tabelami (Tabela 26,
Tabela 27), a ilosci wzorcoOw dodano do proébek miodéw zgodnie z Tabela 28. Nastepnie
przeprowadzono opracowane procedury ekstrakcji. Przygotowane probki poddano

analizie LC-MS/MS w zoptymalizowanych warunkach.

Na wykresach (Wykres 8) przedstawiono krzywe wzorcowe dla kazdego
oznaczanego w procedurze antybiotyku, utworzone w programie MassLynx (Waters) na
podstawie analizy prébek fortyfikowanych. W oznaczeniach zastosowano metode ze
wzorcem wewnetrznym. Liniowos¢ uzyskanych krzywych wzorcowych oceniono na
podstawie wspdtczynnika korelacji r > 0,98, warto$¢ ta zostala przyjeta jako kryterium
oceny. Dla wszystkich oznaczanych antybiotykow uzyskano satysfakcjonujace wyniki,
co potwierdza prawidlowe warunki analizy LC-MS/MS, a takze prawidtowg liniowo$¢ w

wymaganym zakresie stgzen.

Tabela 34 przedstawia chromatogramy dla oznaczanych substancji
przeciwbakteryjnych. Potwierdzajg one dobre rozdzielenie zwigzkow oraz intensywnos¢

sygnatu.
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Wykres 8. Wykresy krzywych wzorcowych dla oznaczanych antybiotykow w miodach

Antybiotyki oznaczane w miodach — kolumienki Starta-X

‘Compound name: Marbofloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.998984, r*2 = 0997969

Calibration curve: 3.48711 * x + -0.00776844

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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‘Compound name: Kwas nalid

Correlation coefficient: r = 0.999029, r"2 = 0.998058

(Calibration curve: 255.335 * x + 1.20055

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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‘Compound name: Flumechina

Correlation coefficient: r = 0.999197, r*2 = 0.998394

Calibration curve: 321.476 * x + 1.04300

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

Response
T
g

icient: r = 0.998772, r*2 = 0997546
Calibration curve: 0.925126 * x + -0.00433731
Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

0000 0020 0040 0060 0080

‘Compound name: Erytromycyna

Correlation coefficient: r = 0.999056, r'2 = 0.998113

Calibration curve: 0.792729 * x + -0.00143395

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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-0.000 0020 0040 0060 0.080

‘Compound name: Tylozyna

Correlation coefficient: r = 0.999129, r*2 = 0.998258

(Calibration curve: 4.55379 * x + -0.0279149

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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-0.000 0020 0040 0,060 0.080

Compound name: 4-spichlorotstracyklina

Correlation coefficient: r = 0.998373, r"2 = 0.998746

Calibration curve: 87.6492 * x + -0.0366494

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

T T T T  Cone
0.040 0.060 0.080

Compound name: Kwas oksolinowy

Correlation coefficient: r = 0.998182, r*2 = 0998365

Calibration curve: 46.1034 * x + -0.00117848

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
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g
&
1.00-
DO Cone
0,000 0020 0.040 0,060 0,080

Compound name: Sarafloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.999036, r*2 = 0.998073

Calibration curve: 2.89164 * x + -0.00164302

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

Compound name: Difloksacyna

Correlation coefficient. r = 0.997842, r*2 = 0.995689

Calibration curve: 17.2008 * x + -0.0465837

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound nam
Caorrelation coefficient: r = 0.899030, r*2 = 0.998061

Calibration curve: 708.671 * x + -0.543154

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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0.040 0.060
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Compound name: Oksyletracyklina

Caorrelation coefficient: r = 0.899037, r*2 = 0,998075

Calibration curve: 234 694 * x + 0.377316

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

0.0% T T T T T v T
-0.000 0020 0.040 0060 0080

Compound name: 4-epioksytetracyklina

Carrelation coefficient: .008888, r'2 = 0.997778

Calibration curve: 235.249 * x + 0.294309

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

0000 0020 0040 0080 0080

Compound name: Doksycyklina
Correlation coefficient: r = 0.998551, r*2 = 0.997103
Calibration curve: 23.7942 * x + 0.018042

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis frans: None
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‘Compound name: Norfloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.999295, r'2 = 0.988590

Calibration curve: 5.42677 * x + 0.00847181

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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‘Compound name: Danofloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.998834, r'2 = 0.997669

Calibration curve: 0.538491 * x + -0.000881509

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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‘Compound name: Ciprofloksacyna

Correlation coefficient: r = 0.998217, r*2 = 0.996437

Calibration curve: 12.8441 * x +-0.00284228

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

g oF
i
-4
0.
-0.00-+ T T T T T T T 1 Conc.
000 0020 0040 0060 0080

‘Compound name: Tetracyklina

Correlation coefficient: r = 0.899038, r*2 = 0.998077

Calibration curve: 258.6 * x + 0348578

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (1S Conc. / 1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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‘Compound name: 4-epitetracyklina

Correlation coefficient: r = 0.899083, r2 = 0.898126

Calibration curve: 196492 * x + 0.368341

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (1S Conc. / 1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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‘Compound name: Chlorotetracyklina

Correlation coefficient: 0.998872, r2 = 0.997745

Calibration curve: 198.888 * x + 0.0219463

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Streptomycyna

Correlation coefficient: r = 0.999018, r*2 = 0.998036

Calibration curve: 0.301047 * x + -0.000144641

Response type: Internal Std ( Ref 22 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Antybiotyki oznaczane w miodach — kolumienki Oasis HLB

Compound name: Sulfaguanidyna

Correlation coefficient: r = 0.998263, r*2 = 0.996530

Calibration curve: 100.648 * x + 0.121226

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfacetamid

Correlation coefficient: r = 0.998550, r'2 = 0.997103

Calibration curve: 22 866 * x + 0.0329569

Response type: Internal Sid ( Ref 19 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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0.000 0020
Compound name: Sulfapirydyna

Correlation coefficient: r = 0.999065, r'2 = 0.998132

Calibration curve: 82 6856 * x + 0.056884

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfadimetoksyna

Correlation coefficient: r = 0.999187, r*2 = 0.998376

Calibration curve: 320.184 * x + 0.227678

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfadoksyna

Carrelation coefficient: r = 0.997014, r'2 = 0.994037

Calibration curve: 417.083 * x + 0.641918

Response type: Internal Std ( Ref 19), Area * (1S Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfamerazyna

Caorrelation coefficient: r = 0.998614, r"2 = 0.997230

Calibration curve: 173.466 * x + 0.167586

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfadiazyna

Correlation coefficient: r = 0.997093, r2 = 0.994195

Calibration curve: 192.348 * x + 0294782

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfatiazol

Correlation coef nt: r = 0.997230, r'2 = 0.994468

Calibration curve: 248.818 * x + 0.418608

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfisoksazol

Correlation coefficient: r = 0.999009, r*2 = 0.998018

Calibration curve: 23,8886 " x + 00161967

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfametazyna

Carrelation coefficient: r = 0.997145, 2 = 0.994298

Calibration curve: 202.409 * x + 0.284755

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * ( IS Conc. / IS Area }
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfametoksypirydazyna

Correlation coefficient: r = 0.998100, r2 = 0.996203

Calibration curve: 253.707 * x + 0.280266

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * ( IS Conc. / IS Area }
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfamonometoksyna

Correlation coefficient: r = 0.997022, r2 = 0.994052

Calibration curve: 182,952 * x + 0.232606

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * { IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Welighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfachloropirydazyna

Carrelation coefficient: r = 0.998351, r"2 = 0.996705

Calibration curve: 82.9286 * x + 0.0922918

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Cone. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfametoksazol

Correlation coefficient: r = 0.939039, r*2 = 0.998078

Calibration curve: 26.7974 * x + 0.018231

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area " ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

0.

0.000 020 0040 0.060
Compound name: Sulfachinoksalina

Correlation coefficient: r = 0,.995767, r2 = 0.991552
Calibration curve: 92,7367 * x + 0.168009
Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Cone. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfachloropirazyna

Correlation coefficient: r = 0.999008, r'2 = 0.998014

Calibration curve: 8.81769 * x + 0.00494266

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Sulfamethizol

Correlation coefficient: r = 0.998254, r*2 = 0.996511

Calibration curve: 38,0662 * x + 0.0400848

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Trimetoprim

Correlation coefficient: r = 0.999002, r*2 = 0.998005

Calibration curve: 9.85014 * x +0.0114335

Response type: Internal Std ( Ref 19 ), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Tabela 34. Chromatogramy oznaczanych antybiotykow — matryca miod

Antybiotyki oznaczane w miodach — kolumienki Strata-X

Marbofloksacyna Kwas nalidyksowy Flumechina
miod F9:MRM of 2 channels, ES+  miod F1:MRM of 2 channels ES+ F2:MRM of 2 channels ES+
363.10 > 320.10 233.10 > 187.00 miod 262.10 > 202
100 8.720e+006 100 6.924e+007 100 7.931e+007
% % . % )
o t——tr———r—— mn 0 & min 0 min
F9:MRM of 2 channels ES+ F1:MRM of 2 channels,ES+ F2:MRM of 2 channels,ES+
363.10 > 345.2 233.10>215.10 262.10 > 244.11
100 7.085e+006 100 ) 6.713e+007 100 7.360e+007
%% % 3 n miod %3 [
0 Lrrrrep i min a min 0 min
2.00 4.00 6.00 2.00 4.00 6.00 2.00 4.00 6.00
Kwas oksolinowy Sarafloksacyna Difloksacyna
miod F3:MRM of 2 channels ES+ miiod F10:MRM of 2 channels ES+ miod F11:MRM of 2 channels ES+
262.10>216 386.1> 348 400.1 > 356.2
100 8.163e+007 100 5.605e+006 100 3.542e+006
4.1 ik A4
0 aM i b b e e wad e min o |‘| T T T T min 0 IARaaY: T T min
F3:MRM of 2 channels,ES+ F10:MRM of 2 channels,ES+ F11:MRM of 2 channels ES+
262.10 > 244 1 386.1 > 368.1 400.1 > 382.1
100 7.288e+007 100 3.239e+0086 100 1.340e+006
% % %
0 ; min 0 min 0 min
400 500 6.00 7.00 2.00 4.00 6.00 2.00 4.00 6.00
Norfloksacyna Danofloksacyna Ciprofloksacyna
miod F5:MRM of 2 channels,ES+  mijod F7:MRM of 2 channels,ES+  mijod F6:MRM of 2 channels, ES+
320.1>233 358.1 > 255 332.10>231
100 3.104e+006 1 9.673e+005 100 2.541e+006
< < <
[0} T T min o T T min 1) - T T T min

F5:MRM of 2 channels, ES+

F7:MRM of 2 channels ES+

F6:MRM of 2 channels ES+

320.1 > 302.10 358.1> 3401 332.10>314.10
1 003 1.582e+006 100 6.806e+005 100 2.146e+006
1) S S
Y T ! T T T min o T m| : T T T T min 0 T ¥ T T T T min
2.00 4.00 6.00 2.00 4.00 6.00 2.00 4.00 6.00
Enrofloksacyna Erytromycyna Tylozyna
miod F8:MRM of 2 channels,.ES+  mjod F21:MRM of 2 channels ES+  mjnd F22:MRM of 2 channels ES+
360.1 > 286 734.60 > 158 916.50 > 174.10
100 1.460e+006 100 ;.323&006 100 | 5.167e+006
AN € ] L
o ey T T T min o AARMARASRIRASRI RARLY T min 0 T T Raads: T min
F8:MRM of 2 channels, ES+ F21:MRM of 2 channels, ES+ F22:MRM of 2 channels ES+
360.1 > 3421 734.60 > 576.50 916.50 > 772.50
100 7.221e+005 1 4.942e+005 100 8.530e+005
I 7 4
0 T T T T T min 0 T (RS T T T T min 0 T T T T T T min
2.00 4.00 6.00 5.00 6.00 7.00 2.00 4.00 6.00
Linkomycyna Oksytetracyklina 4-epioksytetracyklina
miod F12:MRM of 2 channels,ES+  miod F16:MRM of 2 channels,ES+ F16:MRM of 2 channels,ES+
407.30 > 126 461.2>426.2 461.2 > 426.2
100 1.926e+008 100 3.471e+007 100 3.845e+007
% % Yo
0 bt min 0 min 0 e min
F12:MRM of 2 channels,ES+ F16:MRM of 2 channels, ES+ F16:MRM of 2 channels, ES+
407.30 > 359.3 461.2>443.3 461.2> 4433
100 1.441e+007 100 1.946e+007 100 1.946e+007
1 4L € L
0 NARRE T T T T min 0 T T T T T T min o T 1 T T T T min
2.00 4.00 6.00 2.00 4.00 6.00 2.00 4.00 6.00
Tetracyklina 4-epitetracyklina Chlorotetracyklina
miod F14:MRM of 2 channels,ES+  miod F14:MRM of 2 channels ES+  mjod F18:MRM of 2 channels,ES+
318 4453 > 410.2 4453 >410.2 479.2> 4442
100 18 382064007 oo 337 382004007 289 2.877¢+007
% %% M\ %%
0 min ORI min O~ T T min
F14:MRM of 2 channels,ES+ F14:MRM of 2 channels,ES+ F18:MRM of 2 channels ES+
4453 > 427.2 4453 >427.2 479.2 > 462.2
100 3.18 1.744e+007 0 3.37 174484007 3.35 1.570e+007
% % ‘ % |
0 min 0 min Ot T min
2.00 4.00 6.00 2.00 4.00 6.00 4.00

154




CZESC DOSWIADCZALNA

4-epichlorotetracyklina Doksycyklina
miod F18:MRM of 2 channels,ES+ miod F13:MRM of 2 channels ES+
479.2 > 444.2 445.3 > 154
100 j4‘20 2.877e+007 100 3.215e+0086
%3 | %3 s
0 - T min 0 (AR RAAN RSN min
F18:MRM of 2 channels, ES+ F13:MRM of 2 channels, ES+
479.2 > 462.2 4453 >428.2
100 3.35 420 1.897e+007 100 2.626e+007
%g JL(M %E—L
0 T T T T T min 0 T T T T T T T min
2.00 4.00 6.00 5.00 6.00 7.00
Sulfafenazol
miod F4:MRM of 1 channel ES+
315.1> 156
100 Sulfafenazol _ 2.704e+007
4.37
2279878.75
2.28e6
%
Y T T T T T T min
2.00 4.00 6.00

Streptomycyna
miod F20:MRM of 2 channels ES+
582.4 > 246.1
100 9.286e+006
I
0 T a T T ™ min
F20:MRM of 2 channels ES+
5824 > 263.1
100 1.522e+005
<\
0 \‘ I| T T T min
2.50 3.00 3.50

Antybiotyki oznaczane w miodach — kolumienki Oasis HLB

Sulfaguanidyna Sulfacetamid
miod F1:MRM of 2 channels,ES+  miod F2:MRM of 2 channels, ES+
21510 > 108 15.20 > 92
100 3.960e+007 100 1.052e+007
: ¢
0 e P min O e e e e min
F1:MRM of 2 channels,ES+ F2:MRM of 2 channels,ES+
215.10 > 156 21520 > 156
100 6.657e+007 100 1.683e+007
% Yo
0 min 0 min
0750 1.000 1.250 1.400 1.600 1.800
Sulfadiazyna Sulfatiazol
miod F4:MRM of 2 channels ES+ miod F6:MRM of 2 channels,ES+
251.1>108 256.10 > 108
100 6.598e+007 100 7.713e+008
% %
0 o7 min 0 i min
F4:MRM of 2 channels, ES+ F6:MRM of 2 channels,ES+
251.1> 156 256.10 > 156
100 9.827e+007 100 1.417e+008
% %%
o b——1———1——T—T min 0 —————tt——————— min
2.00 3.00 1.50 2.00 2.50
Sulfachloropirydazyna Sulfametoksazol
miod F13:MRM of 2 channels,ES+  miod F5:MRM of 2 channels ES+
2854 > 92 254.10> 108
100 2.115e+007 100 9.735e+006
I I\
0 T e T min 0k o T min
F13:MRM of 2 channels, ES+ F5:MRM of 2 channels,ES+
285.4> 156 254.10 > 156
100 2.665e+007 100 1.189e+007
% 413 %% ‘
0 min ot min
3.00 4.00 5.00 .50 4.00
Sulfadimetoksyna Sulfadoksyna
miod F17:MRM of 2 channels,ES+  Mmiod F18:MRM of 2 channels,ES+
311.10 > 108 311.10 > 108.01
100 3.32 8.906e+008 100 421 9.393e+008
% %3 A
ot min ot e e min
F17:MRM of 2 channels ES+ F17:MRM of 2 channels ES+
311.10 > 156 311.10 > 156
100 332 1.6860+008 421 1.686e+008
% %%
G e min O min
3.00 4.00 5.00 3.00 4.00 5.00
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Sulfapirydyna
miod F3:MRM of 2 channels ES+
250.2 > 92
10 3.955e+007
%
0 " min
F3:MRM of 2 channels ES+
2502 > 156
10 3.922e+007
%
[ min
2.00 3.00
Sulfisoksazol
miod F8:MRM of 2 channels ES+
268.2 > 108
100 9.972e+007
%
0 min
F8:MRM of 2 channels, ES+
268.2 > 156
100 1.886e+007
%é
0 ———1—]————min
3.00 4.00

Sulfachinoksalina
miod

F16:MRM of 2 channels, ES+
3

01.10 > 108
. 7
100 2.266e+00
I |
0 : IR T T T min
F16:MRM of 2 channels,ES+
301.10 > 156
100 4.106e+007
%
o ‘...|..H|":.H“H.,‘.‘.,..‘. min

4.00

5.00

Sulfamerazyna

miod F7:MRM of 2 channels,ES+

265.10 > 108

100 3.875e+007
%

Ot min

F7:MRM of 2 channels, ES+

265.10 > 156

100 4.035e+007
%

O min

1.50 2.00 2.50
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Sulfametazyna

Su Ijametoksypirydazyna

Sulfamonometoksyna

miod F10:MRM of 2 channels,ES+  MIO! F11:MRM of 2 channels,ES+ miod F12:MRM of 2 channels,ES+

279.1>108 281.10 > 108 281.10 > 108.01

4.839e+007 8.775e+007 7.714e+007

100 o 100 o 100 o

3 L 5 A A

o e T min o T T e min 0= T T T min

F10:MRM of 2 channels ES+ F11:MRM of 2 channels ES+ F12:MRM of 2 channels,ES+

279.1> 156 281.10 > 156.05 281.10> 156

100 4.136e+007 100 1.293e+008 100 5.489e+007
“ I %3 A, <A

0 bt min o+ min 0 1 min

2.00 3.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50

Sulfachloropirazyna Sulfamethizol Trimetoprim

miod F14:MRM of 2 channels,ES+  Miod F9:MRM of 2 channels ES+  Miod F15:MRM of 2 channels,ES+
285.4 > 108 271> 156 292 > 231
100 3i'1 1 4.336e+007 o 1.107e+007 o 3.592e+006
5 S 1
C.\..\.\.,l“L“,.HH"‘i.‘m,..‘..- min [ 1y [ e e M
F13:MRM of 2 channels, ES+ F9:MRM of 2 channels, ES+ F15:MRM of 2 channels, ES+
285.4 > 156 271> 92 292 > 262
100 341 266504007 B513e+006 o 2.127e+006
q ] ] 1, I
0 T |I = T \I h T T min 0 T . T T min 0 T T T T min
300 400 5.00 2.00 3.00 3.00 4.00
Sulfafenazol
miod F19:MRM of 1 channel ES+
315.1 > 156
100 Sulfafenazol 4.439e+007
3777885.25
3.78¢6
%
0 R e S min
2.00 4.00 6.00

Podobnie jak we wczesniejszych procedurach oznaczania antybiotykow
w migsniach, mleku, nerkach 1 jajach, w miodach udato si¢ skutecznie rozdzieli¢
wszystkie oznaczane antybiotyki, z wyjatkiem oksytetracykliny i 4-epioksytetracykliny.
Zoptymalizowana metoda nie pozwala na ich rozdzielenie. Do probek fortyfikowanych
dodawano wytacznie oksytetracykling na okreslonych poziomach w celu oceny

skutecznos$ci metody.

Dodatkowo, w ramach optymalizacji procedury przeprowadzono osobne
doswiadczenia dla 4-epioksytetracykliny w celu weryfikacji skutecznosci jej ekstrakcji.
Uzyskane wyniki potwierdzily, ze zastosowana metoda ekstrakcji 1 oczyszczania

z wykorzystaniem kolumienek Strata-X jest odpowiednia.
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6. Walidacja opracowanych procedur badawczych

Podstawowym elementem zapewnienia kompetencji laboratoriéw badawczych
oraz miarodajnosci wynikéw ich badan, jest posiadanie akredytacji zgodnie z norma
ISO/IEC 17025 [181]. Wymaga ona stosowania metod, ktore zostaly poddane walidacji
1 potwierdzone jako spelniajgce okreslone kryteria na podstawie danych uzyskanych w jej
trakcie [211]. Laboratoria, ktére zajmuja si¢ oznaczaniem pozostatosci substancji
chemicznych w zywnos$ci (m. in. lekow weterynaryjnych), musza spetnia¢ dodatkowo
wymagania okre§lone w przepisach unijnych. Unia Europejska w Rozporzadzeniu
Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808, ktore zastapito decyzje 2002/657/WE, okresla
wymagania dotyczace walidacji metod oznaczania pozostalo$ci weterynaryjnych

srodkow leczniczych [212].

Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) 2021/808 okresla minimalne
wymagania dla walidacji iloSciowych metod przesiewowych oraz ilo§ciowych metod
potwierdzajacych. W przypadku metod przesiewowych wymagane parametry
walidacyjne obejmujg [212]: zdolno$¢ wykrywania w badaniach przesiewowych (CCp),
poprawnos¢, precyzja, wzgledny efekt matrycowy, selektywnos¢, stabilno$¢ i odpornos¢.
Natomiast dla metod ilo$§ciowych potwierdzajacych [212]: decyzyjna warto§¢ graniczna
(CCa), poprawnos¢, precyzja, wzgledny efekt matrycowy, selektywnos$¢, stabilnos$¢ oraz

odpornos¢. Wymagane parametry przedstawiono w Tabela 35.

Tabela 35. Porownanie wymaganych parametrow walidacyjnych dla metod ilosciowych przesiewowych
i potwierdzajgcych zgodnie z Rozporzgdzeniem Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808

Metoda ilosciowa Metoda iloSciowa
Wymagane parametry . . .
przesiewowa potwierdzajaca
CCa - +
CCB + -
Poprawnos$¢ + +
Precyzja + +
Efekt matrycowy + +
Specyficznosé + +
Stabilnos¢ + +
Odpornosé + +

Zrédlo: Rozporzqdzenie Wykonaweze Komisji (UE) 2021/808 [212]
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6.1. Plan walidacji i zatozenia projektowe

Przed rozpoczeciem walidacji kazdej z opracowanych procedur utworzono ,,Plan
walidacji/weryfikacji” na podstawie dokumentacji systemu zarzgdzania obowigzujacego
w Zaktadzie Higieny Weterynaryjnej w Poznaniu, w tym Instrukcji Ogoélnej PO-12.01.00
»Walidacja/weryfikacja metod chemicznych” oraz jej zalacznika (Zalagcznik ZHW
PO-12.01.20). Instrukcja zostata opracowana przez mgr Joann¢ Pacynsky (Asystent
Wiodacy), zweryfikowana przez mgr Agnieszke Kopydtowska (Kierownik Pracowni)
1 zatwierdzona przez lek. wet. Matgorzate Pajak-Horowska (Kierownik Zaktadu Higieny
Weterynaryjnej).

Zalacznik ,,Plan walidacji/weryfikacji” zostat opracowany w sposob uniwersalny,
aby mogt by¢ stosowany do réznych badan prowadzonych w laboratorium, niezaleznie
od wymagan Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808. Dokument
zawiera niezbedne dane dotyczace zaplanowanej walidacji procedury badawczej, w tym
podstawowe informacje, takie jak nazwa walidowanej procedury, kierunek badania oraz
rodzaj obiektu. Jes§li dostepne byly wymagania prawne lub kontrolne, okreslano ich
rodzaj oraz warto§¢. Waznym elementem bylo rdéwniez precyzyjne okreslenie
parametréw walidacyjnych wyznaczanych w procesie walidacji, w tym: liniowosci
sygnatu, zakresu roboczego, CCo, CCP, precyzji, odtwarzalnosci, poprawnosci
1 niepewno$ci pomiaru, a takze kryteriow akceptacji tych parametrow zgodnych
z obowigzujagcymi przepisami. Okre§lony zostal takze zespdt walidacyjny oraz

planowany termin wykonania walidacji.

Dla walidowanych procedur zostaly opracowane réwniez zatozenia projektowe
okreslajace kluczowe elementy wdrazania procedur badawczych. Dokument ,,Zalozenia
projektowe” zawiera informacje dotyczace zakresu zmian, uzasadnienia prac, wymagan
organizacyjno-technicznych oraz osoby odpowiedzialnej za przeprowadzenie walidacji

1 wdrozenie procedury.
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6.2. Liniowos¢ sygnatu

Zakres stezen, dla ktorego potwierdzono liniowo$¢ sygnatu — zaleznos$¢ sygnatu
od stezenia analitu — musi by¢ przedstawiony w walidacji zgodnie z wytycznymi normy

ISO 17025 [181].

W celu wyznaczenia liniowo$ci sygnatu sporzadzono krzywe wzorcowe osobno
dla kazdego badanego antybiotyku w kazdej analizowanej matrycy. Wartosci MRL
lub wyznaczone poziomy graniczne cz¢sto roznig si¢ w zaleznosci od matrycy, dlatego
liniowos$¢ oceniano indywidualnie dla kazdego przypadku. Przygotowano pig¢ poziomow
stezen probek z dodatkiem wzorca dostosowanych do zakresu oznaczen oraz poziom

zerowy. Analizy przeprowadzono w trzech rownolegtych seriach.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono wspotczynniki regresji liniowej

[213]:

e a—nachylenie,
e b —przesunigcie,

e RZ—wspolczynnik korelacji,
zgodnie z rOwnaniem:
y=ax+b
gdzie:

e y—sygnat detektora,

e x — stezenie danego antybiotyku.

Uzyskane dane wykorzystano do wykreslenia krzywych wzorcowych,
przedstawiajacych zalezno$¢ migdzy stezeniem analitu a sygnatem detektora.

Za kryterium akceptowalnosci liniowosci przyjeto R? > 0,9899 [213].

Tabela 36 przedstawia karte liniowosci sygnatu — przykladowy antybiotyk
amoksycylina w matrycy mleko (procedura oznaczania substancji przeciwbakteryjnych

w mleku) wraz z wynikami i obliczeniami.
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Tabela 36. Karta - Liniowos¢ sygnatu

ZHW

LINIOWOSC SYGNALU
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH

Nr procedury badawczej/norma:

projekt PBC-101.00.00

Technika analityczna: LC-MS/MS
Analit: Amoksycylina
MRL 50 pg/kg
Matryca: mleko
) .| Wskazania przyrzadu pomiarowego w | , ) )
Poziom stezenia kolejnych powtorzeniach Sr. wskazanie przyrzadu Odchylenie
analitu [pg/kg] pomiarowego standardowe
1 II 11T
0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
1 0,0266 0,0265 0,0293 0,0275 0,0016
2 0,0584 0,0632 0,0635 0,0617 0,0029
4 0,1316 0,1324 0,1305 0,1315 0,0009
6 0,1926 0,1942 0,1987 0,1952 0,0032
8 0,2717 0,2714 0,2814 0,2748 0,0057
3,4299
b -0,0049
r2 0,9983
Liniowos¢ sygnatu
y = 3,4299x - 0,00494
R?=0,9983
: o250
g 25
&
2 0,2000
2 0,1500
_§ 0,1000
g 0,0500
A
0,0000 T T T T T T T 1

-0,050

Stezenie

8,0 00 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700 0,0800 0,0900

Badania wykona

t:  J.Pacynska

Opracowat: J.Pacynska

Zalacznik ZHW PO-12.01.14;wydanie 3 z dnia 01.04.2022
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6.3. Selektywnos¢

W  procesie walidacji oceniono réwniez selektywnos$¢ czyli zdolno$¢
do jednoznacznego identyfikowania badanego antybiotyku i odrozniania go od innych

zwiazkow, ktore moga wystepowac w badanej probee [212].

Przeanalizowano 20 probek zerowych dla kazdej matrycy (mig$nie, nerki, mleko,
jaja, miod), aby sprawdzi¢, czy w obszarze retencji danego antybiotyku wystepuja
sygnatly mogace utrudni¢ jego wykrycie lub ilosciowe oznaczenie. Analizie poddano
mig$nie pochodzace od réznych gatunkow zwierzat, takich jak bydlo, S$winie, drob, konie,
ryby i kroliki (tacznie 20 probek). W przypadku nerek badano probki od bydia i $win,
dla jaj analizowano jaja kurze oraz przepiorcze. W przypadku miodu uwzglgdniono rézne
jego rodzaje, takie jak lipowy, wielokwiatowy, rzepakowy, gryczany, spadziowy,

faceliowy, wrzosowy i akacjowy.

Nastepnie przeprowadzono badanie dla takiej samej liczby probek, wzbogacajac
je substancjami mogacymi zakldcaé analize, aby ocenié, czy moga one prowadzié
do btednej identyfikacji, utrudnia¢ wykrycie analitu lub wptywa¢ na wynik ilosciowego

oznaczenia.

W badaniu selektywnosci danej procedury badawczej wykorzystano takze
dotychczasowe doswiadczenie w pracy z t3 procedura, zdobyte w trakcie jej

optymalizacji.

Ze wzgledu na charakter przeprowadzonego badania wnioski z analizy maja

charakter wylacznie opisowy.

Tabela 37 przedstawia karte oceny selektywnosci i specyficznos$ci na przyktadzie

procedury oznaczania substancji przeciwbakteryjnych w mleku.
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Tabela 37. Karta oceny selektywnosci i specyficznosci

ZHW KARTA OCENY SELEKTYWNGSC_I I SPECYFICZNOSCI METODY
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH

Procedura badawcza/norma: Projekt PBC-101.00.00

Kierunek badania: Antybiotyki i chemioterapeutyki w mleku

Technika LC-MS/MS
badawcza
Czynnik Mieszanina zwigzkow
zaklocajacy

Opis postepowania:

Sprawdzono specyficznos¢ metody chromatografii cieczowe] z detekcjg
masowg przy uzyciu aparatu Waters Xevo TQ.

Przeanalizowano 20 prébek slepych mleka, pochodzacych z réznych dostaw
Z trzech wojewodziw. W zadne] z prébek nie stwierdzono interferencji, dodatkowych
sygnatoéw ani pikdw w obszarze retencji docelowego analitu

MNastepnie wzbogacono probki matrycowe mieszaning wzorcow (inne leki
weterynaryjne), po czym prZeanalizowano uzyskane chromatogramy. RNie
zaobserwowano interferencji, sygnalow ani dodatkowych pikdow w regionie retencji
docelowego analitu.

MNa podstawie uzyskanych wynikow oraz dotychczasowego doswiadczenia
zdobytego podczas optymalizacji procedury PBC-101.00.00 stwierdzono, Ze nie
wystepuja zaklocenia identyfikacji docelowych analitdw. Aparat LC-MS/MS
charakteryzuje sie wysoka specyficznoscig 1 selektywnoscia w oznaczaniu badanych
zwigzkow. Obecnosc uzytych substancji nie powoduje uzyskania wynikow falszywie
niezgodnych.

Podpis osoby opracowujacej: CB’“?’G&-_

Zafgeznikami do opisu 53 wykresy lub wydruki. Zalacznik ZHW PO-12.01.01, wydanie 2 z dnia 06.03.2015

6.4. Precyzja, powtarzalnosé, odtwarzalnosé, poprawnosc

Kolejnym wymaganym parametrem ocenianym w procesie walidacji byla
precyzja metody skladajaca si¢ na powtarzalno$¢ oraz  odtwarzalno$¢

wewnatrzlaboratoryjna.

Powtarzalno$¢ metody opisuje stopien zgodnosci wynikéw uzyskanych w serii

oznaczen przeprowadzonych w identycznych warunkach analitycznych, obejmujacych
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te samg procedurg badawcza, tego samego analityka, to samo wyposazenie laboratoryjne

oraz analize tej samej probki w krotkim odstepie czasu [212].

W porownaniu do powtarzalnosci, odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna odnosi
si¢ do zgodnos$ci wynikow uzyskanych w zmiennych warunkach analitycznych,
obejmujacych wykonywanie analiz ta sama procedura badawcza, przez rdéznych
analitykow, z wykorzystaniem innego sprzetu pomiarowego oraz analiz¢ roznych probek

w dhuzszym odstepie czasu [212].

W celu oceny powtarzalno$ci metody przeprowadzono badania dla kazdej
procedury badawczej, obejmujac wszystkie badane matryce oraz oznaczane zwigzki.
Przeprowadzono trzy serie badan, w ktorych dla kazdej serii wykorzystano 18 probek,
po 6 na kazdy poziom st¢zenia. Badanie przeprowadzono w trzech kolejnych dniach,
wykonujac analizy dzien po dniu. Wszystkie badania wykonano na tej samej probie

matrycowe;.

Probki wzbogacano na trzech poziomach stezen, dostosowanych do rodzaju
analizowanego antybiotyku. Dla antybiotykow posiadajacych wyznaczony MRL przyjeto
poziomy wynoszace 0,5-, 1,0- i 1,5-krotnos¢ MRL. W przypadku antybiotykow
niedopuszczonych np. antybiotyki w miodach, zastosowano poziomy 1,0-, 2,0- i1 3,0-

krotno$ci LCL (najnizszy poziom skalibrowany).

Przykladem jest oznaczanie amoksycyliny w mleku na poziomach 0,5 MRL,
1,0 MRL oraz 1,5 MRL (MRL dla amoksycykliny w mleku wynosi 4 pg/kg) — wyniki

przedstawiono w Tabela 40.

Uzyskane wyniki wykorzystano do obliczenia $redniego st¢zenia dla kazdego
poziomu wzbogacenia, odchylenia standardowego oraz wspolczynnika zmiennosci
CV%. Przyktadowe obliczenia, przeprowadzone zgodnie z wytycznymi Rozporzadzenia
Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808, przedstawiono na przyktadzie amoksycyliny
(Tabela 40).

W celu oceny odtwarzalno$ci metody przeprowadzono badania dla kazdej
procedury badawczej, obejmujac wszystkie badane matryce oraz oznaczane antybiotyki.
Przeprowadzono trzy serie badan, w ktorych dla kazdej serii wykorzystano 18 probek,

po 6 na kazdy poziom st¢zenia. Kazda seria byta przygotowana z innej proby matrycowe;.
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Kazdorazowo probki wzbogacano na trzech poziomach stezen, analogicznie
do badania powtarzalnosci, zgodnie z wytycznymi Rozporzadzenia Wykonawczego

Komisji (UE) 2021/808.

Analizy przeprowadzano w réznych warunkach pomiarowych. W kazdej serii
badan ekstrakcj¢ antybiotykoéw wykonywali rézni analitycy. Badania przeprowadzono
w dhuzszym odstepie czasowym, wynoszacym okoto dwoch tygodni. Wykorzystywano
rozne urzadzenia pomiarowe, takie jak np. wagi. W przypadku oznaczania antybiotykow
w migsniach, nerkach, mleku i jajach zastosowano drugi system LC-MS/MS Xevo TQ,
dostepny w pracowni. Do analiz w trzech seriach wykorzystywano roéwniez rézne partie

odczynnikow.

Uzyskane wyniki wykorzystano do obliczenia $redniego st¢zenia, odchylenia
standardowego oraz wspotczynnika zmiennosci (CV%). Przykladowe obliczenia,
przeprowadzone zgodnie z wytycznymi Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE)
2021/808, przedstawiono w Tabela 41 na przykladzie amoksycyliny oznaczanej

w mleku.

W kazdej procedurze badawczej, dla kazdej matrycy 1 zwiazku zbadano takze
poprawnos¢, czyli zgodno$¢ migdzy wartoscig rzeczywista (przypisang), a wartoscig

uzyskang w wyniku przeprowadzonego badania.

Ze wzgledu na brak dostgpnosci certyfikowanych materiatow odniesienia (CRM)
dla kazdego z antybiotykow, analiza CRM nie zostala przeprowadzona. W tym celu
wykorzystano wyniki odzysku uzyskane w badaniu powtarzalnosci, w ktorych

analizowano probki wzbogacone na réznych poziomach stgzen.

stezenie oznaczone

* 100%

Odzysk =

stezenie dodane

Wyniki otrzymanych stezen, uwzglednionych w ocenie powtarzalno$ci, byty

wprowadzane do kart probek z dodatkiem wzorca (Tabela 42, Tabela 43, Tabela 44).

Kryteria akceptowalnosci wspolczynnika zmiennosci (CV) przyjete w walidacjach

na podstawie Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808 z dnia
22 marca 2021 r.[212]
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Wspoélczynnik zmiennosci (CV%) dla analiz przeprowadzanych w warunkach
odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej nie moze przekracza¢ warto$ci obliczonych

na podstawie rownania Horwitza [212]:
CV =201-05le0) C — utamek masowy wyrazony jako potega 10

Jednak dla utamkow masowych ponizej 120 pg/kg rownanie Horwitza daje zbyt
wysokie wartosci, dlatego w Rozporzadzeniu przyjeto maksymalne dopuszczalne

wartosci CV [212] (Tabela 38).

Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) 2021/808 okres§la rowniez kryteria
dla wspoélczynnika zmiennosci (CV) w badaniach prowadzonych w warunkach
powtarzalno$ci — jego warto$¢ musi by¢ mniejsza niz % wartosci dopuszczalnej

dla odtwarzalnosci (Tabela 38).

Tabela 38. Kryteria akceptowalnosci wspolczynnika zmiennosci

Utamek masowy CV % dla powtarzalnos$ci CV % dla odtwarzalnos$ci
> 1000 pg/kg 10,6 16
120 pg/kg — 1000 pg/kg 14,6 22
10 pg/kg — 120 pg/kg 16,6* 25%
<10 pg/kg 20,0%* 30%*

*warto§¢ ma charakter orientacyjny — nalezy dazy¢ do osiggnigcia mozliwie jak
najnizszego poziomu

Zrédlo: Rozporzqdzenie Wykonaweze Komisji (UE) 2021/808 [212]

Kryteria akceptowalnosci dla poprawnosci/odzysku przyjete w walidacjach

na podstawie Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808 z dnia
22 marca 2021 r.[212] (Tabela 39)

Tabela 39. Kryteria dla poprawnosci/odzysku

Utlamek masowy Odzysk
<1 pgkg -50 % do + 20 %
> 1 pg/kg — 10 pg/kg -30 % do + 20 %
> 10 pg/kg -20 % do +20 %

Zrédlo: Rozporzqdzenie Wykonaweze Komisji (UE) 2021/808 [212]
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Prezentowany przyktad antybiotyku oznaczanego w mleku — amoksycylina — oraz
pozostale antybiotyki we wszystkich walidowanych matrycach spetity kryteria zarowno

dla odtwarzalnosci, powtarzalnosci, jak i poprawnosci (odzysku) na wszystkich badanych

poziomach stezen.

Tabela 40. Karta obliczania powtarzalnosci

KARTA OBLICZANIA POWTARZALNOSCI Data:
ZHW
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH 30.01.2023
. . projekt PBC
Nr procedury badawczej/norma: 101.00.00
Technika analityczna LC-MS/MS
Analit: Amoksycylina
Matryca: mleko
MRL 4 ng/kg
Poziom wzbogacenia matrycy[pg/kg]
2,00 pg/kg mleko 4,00 pg/kg mleko 6,00 pg/kg mleko
Oznaczone stgzenia w kolejnych oznaczeniach[pg/kg]
X . Dzien Dzien Dzien . . . Dzieh  Dzien ) . Dzien Dzien Dzien
Powtorzenia Powtorzenia | Dzien 1 Powtorzenia
1 2 3 2 3 1 2 3
1 1,85 2,03 1,98 1 3,84 3,84 4,03 1 6,05 5,70 5,75
2 1,94 1,83 1,90 2 3,66 3,89 4,10 2 6,10 6,10 5,85
3 1,89 1,84 2,05 3 3,95 3,81 4,02 3 5,75 5,92 6,05
4 1,87 1,88 2,00 4 3,80 3,63 3,99 4 6,07 5,31 5,52
5 2,01 1,96 2,04 5 3,93 3,93 4,01 5 6,05 5,89 5,97
6 2,01 2,00 2,02 6 3,98 4,09 3,94 6 5,42 5,68 6,05
Powtarzalnos¢
Sr. Sr. $r.
Stezenie 1,93 1,92 2,00 Stezenie 3,86 3,86 4,02 Stezenie 591 5,77 5,86
[ne/kg] [ne/ke] [ne/ke]
sr{pg/kg] 0,07 0,09 0,05 | sr[ug/kg] 0,12 0,15 0,05 sr{pg/kg] 0,27 0,27 0,20
CV (%) 3,64 4,54 2,68 CV (%) 3,13 3,89 1,31 CV (%) 4,55 4,71 3,48
(x sr”\2)1/2 0,07 0,12 0,25
(S:r\izo)?/(zx 3,72% 3,73% 3,59% 2,99%  2,99% 2,.87% 424% 434% 427%
Odzysk (%) 96,28 96,14 99,92 O((i;y)sk 96,43 96,59 100,38 | Odzysk (%) | 98,46 96,11 97,74
0
Badanie , . ,
wykonat: J Pacyfiska Opracowat: J.Pacynska Zatacznik ZHW PO-12.01.05;wydanie 4 z dnia
01.04.2022
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Tabela 41. Karta obliczania odtwarzalnosci

KARTA OBLICZANIA ODTWARZALNOSCI Data:
ZHW
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH 07.02.2023
Nr procedury badawczej/norma: prlo (J)(;k(;é) OB(? )
Technika analityczna: LC-MS/MS
Analit: Amoksycylina
Matryca: mleko
MRL 4 ng/kg
Poziom wzbogacenia matrycy[pg/kg]
2,00 | pg/kg 4,00 ng/kg 6,00 | pgkg
Oznaczone stgzenia w kolejnych oznaczeniach[pg/kg]
Powtorzenia Dzli o Dzzier'l Dz3ier'1 Powtorzenia Dzien 1 Dzzier'l DZ;eﬁ Powtorzenia Dz]ier'l DZZiEﬁ Dz3ief1
1 2,01 | 2,03 | 1,83 1 414 | 417 | 349 1 698 | 6,13 | 524
2 1,94 | 2,02 1,78 2 3,76 4,14 | 3,71 2 6,90 | 6,61 5,69
3 1,89 1,92 1,86 3 3,90 3,65 | 3,20 3 557 | 6,56 | 5,40
4 2,17 | 2,01 1,89 4 4,54 423 | 3,77 4 6,09 | 6,54 | 5,65
5 1,96 | 2,16 1,53 5 3,81 4,13 | 3,18 5 6,13 | 6,78 | 5,55
6 1,91 2,06 1,61 6 4,26 3,60 | 3,73 6 5,81 6,71 5,39
Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna
Sr. Stezenie 1.92 Sr. Stezenie 3386 Stgsignie 6.10
[ng/kg] ’ [ng/kg] ’ [ug/ke] ’
sR[pg/ke] 0,16 sR[pg/kg] 0,37 sR[png/kg] 0,58
CV (%) 8,57 CV (%) 9,49 CV (%) 9,48
Odzysk (%) 96,05 Odzysk (%) 96,42 O?(%Sk 101,59
J.Pacynska
\l?v;(li(illlqi:k J.Chudzicka Opracowat: J.Pacynska
J.Musiolik

Zatacznik ZHW PO-12.01.06;wydanie 3 z dnia 01.04.2022
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Tabela 42. Karta probek z dodatkiem wzorca — 2 ug/kg

KARTA KONTROLNA *** PROBEK Z DODATKIEM WZORCA
ZHW LUB SUBSTANCJI O ZNANEJ ZAWARTOSCI EERTY 1
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH ROK 2023
Kierunek badania: amoksycylina
Procedura badawcza/normalinstrukcja pracy/akt prawny : Projekt PBC-101.00.00
Nr prébki/ Wartos¢ Woyniki badania
Lp. Data E‘ate”a" dodana | Probkil Probki Wartos¢ | Odzysk | Osoba
adany
c wartos¢ wzbogaconej w % wykonujgca
deklaro- /wartos¢ uzyskana
wana * uzyskana*
ug/kg =, i,
1 03.01.23 mleko 2,00 0,00 1,85 1,85 92,30 J.Pacyniska
2 " mleko 2,00 0,00 1,94 1,94 96,95 "
3 " mleko 2,00 0,00 1,89 1,89 94,25 "
4 " mleko 2,00 0,00 1,87 1,87 93,45 "
5 " mleko 2,00 0,00 2,01 2,01 100,40 "
6 " mleko 2,00 0,00 2,01 2,01 100,30 "
7 04.01.23 mleko 2,00 0,00 2,03 2,03 101,65 J.Pacynska
8 " mleko 2,00 0,00 1,83 1,83 91,30 "
9 " mleko 2,00 0,00 1,84 1,84 91,85 "
10 " mleko 2,00 0,00 1,88 1,88 94,05 "
11 " mleko 2,00 0,00 1,96 1,96 97,90 "
12 " mleko 2,00 0,00 2,00 2,00 100,10 "
13 05.01.23 mleko 2,00 0,00 1,98 1,98 99,00 J.Pacyniska
14 " mleko 2,00 0,00 1,90 1,90 95,10 "
15 " mleko 2,00 0,00 2,05 2,05 102,70 "
16 " mleko 2,00 0,00 2,00 2,00 100,15 "
17 " mleko 2,00 0,00 2,04 2,04 101,75 "
18 " mleko 2,00 0,00 2,02 2,02 100,80 "
19
20
Sredni odzysk: 97,44
Odchylenie standardowe odzysku:** 3,82
Uwagi/ Komentarz:
wykresli¢ karte graficzna, gdy jest to konieczne
Odzysk= 22" X1 1009
c
Opracowat: J.Pacynska
* niepotrzebne skresli¢
** liczy¢ tylko, gdy to potrzebne do walidacji metody
*** w przypadku wykorzystania karty do walidacji skresli¢ stowo "kontrolna" Zatqcznik ZHW PO'12'07'04’Wyda%i§0362.2%n1ig
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Tabela 43. Karta probek z dodatkiem wzorca — 4 ug/kg

KARTA KONTROLNA *** PROBEK Z DODATKIEM WZORCA
ZHW LUB SUBSTANCJI O ZNANEJ ZAWARTOSCI EERTY 2
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH ROK 2023
Kierunek badania: amoksycylina
Procedura badawcza/normalinstrukcja pracy/akt prawny : Projekt PBC-101.00.00
Nr prébki/ Wartos¢ Wyniki badania
Lp. Data E‘ate”a* dodana | Probkil Probki Wartos¢ | Odzysk | Osoba
adany
c wartos$¢ wzbogaconej w % wykonujgca
deklaro- /wartos¢ uzyskana
wana * uzyskana*
ug/kg =X, X
1 03.01.23 mleko 4,00 0,00 3,84 3,84 95,93 J.Pacynska
2 " mleko 4,00 0,00 3,66 3,66 91,40 "
3 " mleko 4,00 0,00 3,95 3,95 98,73 "
4 " mleko 4,00 0,00 3,80 3,80 94,88 "
5 " mleko 4,00 0,00 3,93 3,93 98,30 "
6 " mleko 4,00 0,00 3,98 3,98 99,38 "
7 04.01.23 mleko 4,00 0,00 3,84 3,84 95,88 J.Pacynska
8 " mleko 4,00 0,00 3,89 3,89 97,23 "
9 " mleko 4,00 0,00 3,81 3,81 95,33 "
10 " mleko 4,00 0,00 3,63 3,63 90,70 "
11 " mleko 4,00 0,00 3,93 3,93 98,28 "
12 " mleko 4,00 0,00 4,09 4,09 102,13 "
13 05.01.23 mleko 4,00 0,00 4,03 4,03 100,68 | J.Pacynska
14 " mleko 4,00 0,00 4,10 4,10 102,53 "
15 " mleko 4,00 0,00 4,02 4,02 100,55 "
16 " mleko 4,00 0,00 3,99 3,99 99,70 "
17 " mleko 4,00 0,00 4,01 4,01 100,28 "
18 " mleko 4,00 0,00 3,94 3,94 98,53 "
19
20
Sredni odzysk: 97,80
Odchylenie standardowe odzysku:** 3,29
Uwagi/ Komentarz:
wykresli¢ karte graficzna, gdy jest to konieczne
Odzysk= 2 ; 1 100%
Opracowat: J.Pacynska
* niepotrzebne skresli¢
** liczy¢ tylko, gdy to potrzebne do walidacji metody
*** w przypadku wykorzystania karty do walidacji skresli¢ stowo "kontrolna" Zatqcznik ZHW PO'12'07'04‘Wydagiflgez2%qig
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Tabela 44. Karta probek z dodatkiem wzorca — 6 ug/kg

KARTA KONTROLNA *** PROBEK Z DODATKIEM WZORCA
ZHW LUB SUBSTANCJI O ZNANEJ ZAWARTOSCI EERTY 3
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH ROK 2023
Kierunek badania: amoksycylina
Procedura badawcza/normalinstrukcja pracy/akt prawny : Projekt PBC-101.00.00
Nr prébki/ Wartos¢ Woyniki badania
Lp. Data E‘ate”a" dodana | Probkil Probki Wartos¢ | Odzysk | Osoba
adany
c wartos¢ wzbogaconej w % wykonujgca
deklaro- /wartos¢ uzyskana
wana * uzyskana*
ug/kg =X X,
1 03.01.23 mleko 6,00 0,00 6,05 6,05 100,85 | J.Pacynska
2 " mleko 6,00 0,00 6,10 6,10 101,63 "
3 " mleko 6,00 0,00 5,75 5,75 95,90 "
4 " mleko 6,00 0,00 6,07 6,07 101,20 "
5 " mleko 6,00 0,00 6,05 6,05 100,78 "
6 " mleko 6,00 0,00 5,42 5,42 90,40 "
7 04.01.23 mleko 6,00 0,00 5,70 5,70 94,93 | J.Pacynska
8 " mleko 6,00 0,00 6,10 6,10 101,68 "
9 " mleko 6,00 0,00 5,92 5,92 98,63 "
10 " mleko 6,00 0,00 5,31 5,31 88,52 "
11 " mleko 6,00 0,00 5,89 5,89 98,18 "
12 " mleko 6,00 0,00 5,68 5,68 94,73 "
13 05.01.23 mleko 6,00 0,00 5,75 5,75 95,78 | J.Pacynska
14 " mleko 6,00 0,00 5,85 5,85 97,48 "
15 " mleko 6,00 0,00 6,05 6,05 100,75 "
16 " mleko 6,00 0,00 5,52 5,52 92,07 "
17 " mleko 6,00 0,00 5,97 5,97 99,45 "
18 " mleko 6,00 0,00 6,05 6,05 100,88 "
19
20
Sredni odzysk: 97,44
Odchylenie standardowe odzysku:** 4,04
Uwagi/ Komentarz:
wykresli¢ karte graficzna, gdy jest to konieczne
Odzysk= X2~ X1 1009,
c
Opracowat: J.Pacynska
* niepotrzebne skresli¢
** liczy¢ tylko, gdy to potrzebne do walidacji metody
*** w przypadku wykorzystania karty do walidacji skresli¢ stowo "kontrolna" Zatqcznik ZHW PO'12'07'04’Wyda%i§0362.2%n1ig
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6.5. Decyzyjna wartos¢ graniczna — CCa

Zoptymalizowane procedury badawcze musza spetlnia¢é wymagania zar6wno
metod przesiewowych, jak 1 potwierdzajacych. W pierwszym etapie badania probka jest
badana metodg przesiewowa, ktorej celem jest wykrycie obecno$ci substancji. Jesli
wynik wskazuje na obecno$¢ antybiotyku, konieczne jest przeprowadzenie badania
potwierdzajacego. W tym celu probka jest badana w dwukrotnym powtoérzeniu, a probki
wykorzystywane do krzywej matrycowej sg wzbogacane wytacznie wykrytym

antybiotykiem.

Zgodnie z wymogami Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808,
obowigzkowym elementem walidacji metod ilosciowych potwierdzajacych jest

wyznaczenie decyzyjnej wartosci granicznej na potrzeby potwierdzenia — CCa.

Decyzyjna warto$¢ graniczna na potrzeby potwierdzenia (CCa), jest wartoscia
progowa, od ktorej wynik badania z prawdopodobienstwem bledu o uznawany jest
za wynik niezgodny. Wartos$¢ 1-a okresla statystyczng pewno$¢, wyrazong w procentach,
ze stezenie substancji przekracza ustalong granice [212]. Oznacza to, ze jezeli otrzymany
wynik jest réwny lub przekroczy wartos¢ CCa, probka zawiera oznaczany zwigzek

w ilo$ci wykraczajacej poza dopuszczalne normy i zostanie uznana za probke niezgodna.

Btad o oznacza ryzyko uznania badanej probki za niezgodna, podczas gdy
faktycznie speinia ona okre§lone normy [212]. Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji
(UE) 2021/808 precyzuje dopuszczalne wartosci tego bledu, ktore wynosza maksymalnie
1% dla substancji zakazanych i niedozwolonych oraz 5% dla substancji z ustalonym

limitem MRL.

Rozporzadzeniu Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808 opisuje trzy metody
wyznaczania CCa, zardwno dla substancji zakazanych, jak i1 dla substancji objetych
limitem. W przypadku walidacji metod oznaczania substancji przeciwbakteryjnych
zastosowano pierwszg z wymienionych metod, bazujaca na procedurze krzywe;j

wzorcowej zgodnie z normg [SO 11843-1:1997.

W celu obliczenia CCa dla zwigzkoéw niedozwolonych (np. wszystkie antybiotyki

oznaczane w miodzie) lub zakazanych (norfloksacyna, kwas nalidyksowy i jozamycyna
we wszystkich badanych matrycach) przygotowano probki na trzech poziomach st¢zen

(po sze$¢ probek na kazdy poziom). Probki byty fortyfikowane na poziomie LCL
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(najnizszym skalibrowanym poziomie) oraz powyzej w rownych odstepach. Nastepnie
przeprowadzono oznaczenia antybiotykow zgodnie z procedurami badawczymi.
Alternatywnie mozliwe bylo wykorzystanie wynikow uzyskanych w badaniu
odtwarzalno$ci wewnatrzlaboratoryjnej, co pozwalato na unikni¢cie powielania analiz

1 zwickszato efektywno$¢ procesu.

Na podstawie tych wynikow wyznaczono wspolczynniki: korelacji (R?),
nachylenia (a) oraz przesuni¢cia (b). Nastgpnie obliczono $redni sygnat dla najnizszego
poziomu (¥min) oraz odchylenie standardowe Smin dla najnizszego poziomu wzbogacenia.

Decyzyjna warto$¢ graniczng (CCa) obliczono wedtug wzoru:

_2,33% Smin+ ymin—b

CCo =

Obliczenie CCoa dla zwiazkéw niedozwolonych i zakazanych zilustrowano

na przyktadzie marbofloksacyny w miodzie (Tabela 45).

W celu obliczenia CCa dla antybiotykéw z wyznaczonym limitem MRL

w opracowanych procedurach i dla kazdej matrycy przygotowano probki na dwoch
poziomach stezeh (po szes¢ probek nakazdy poziom), przy czym probki byly
fortyfikowane na poziomie MRL oraz powyzej w rownych odstepach. Nastepnie
przeprowadzono oznaczenia antybiotykdw zgodnie z procedurami badawczymi.
Alternatywnie, mozliwe bylo takze wykorzystanie wynikéw uzyskanych w ramach
badania odtwarzalno$ci wewnatrzlaboratoryjnej, co pozwalalo na uniknigcie powielania

analiz 1 zwigkszato efektywnos$¢ procesu.

Na podstawie tych wynikow wyznaczono wspotczynniki: korelacji (R?),
nachylenia (a) oraz przesunigcia (b). Obliczono rowniez $redni sygnat dla poziomu
stezenia rownego MRL (ymrL) dla kazdego poziomu oraz odchylenie standardowe Smrr
dla poziomu st¢zenia rownego MRL. Decyzyjng warto§¢ graniczng (CCa) obliczono
wedtug wzoru:

1,64* SMRL + YMRL — b

a

CCa =

Obliczenie CCa dla zwiazkow z wyznaczonym MRL zilustrowano na przyktadzie

amoksycyliny w mleku (Tabela 46).
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Tabela 45. Karta obliczania CCa — zwigzki niedozwolone/zakazane

KARTY OBLICZANIA CCa NA PODSTAWIE KRZYWEJ KALIBRACYJINEJ
ZHW (ZWIAZKINIEDOZWOLONE/ZAKAZANE) Data:
13.05.2022
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH
Nr procedury .
badawczej/norma: projekt PBC-25.00.00
Technika analityczna: LC-MS/MS
Analit: Marboflokscyna
Matryca: miod
LCL 2,5 pg/kg
Sygnaty dla poziomu wzbogacenia matrycy
[mg/ke]
Powtdrzenia 2,50 5,00 7,50
1 2,53 5,17 7,63
2 2,52 5,14 8,11
3 2,42 4,65 8,06
4 2,51 5,23 8,04
5 2,66 5,13 8,28
6 2,56 4,60 8,21
Poziom s sygnatlu
wzbogacenia | Sr. sygnat Odt,“,, arzaln opartenaCV | 2,33 s Sygnat +
08¢ CV , . 233s
[ng/ke] odtwarzalno$ci
2,50 2,53 6,80 0,16 0,38 2,92
5,00 4,99 7,54 0,37 0,85 5,84
7,50 8,05 7,61 0,58 1,35 9,40
Krzywa kalibracyjna
CCa
a 1,10 2,94
[ne/ke]
b -0,33
2 0,9959
Badanie , . -
wykonat: J.Pacynska Opracowal: J.Pacynska
Uwagi
Zalgeznik ZHW PO-12.01.17,wydanie 5 z dnia 01.04.2022

173




WALIDACJA I WDROZENIE

Tabela 46. Karta obliczania CCa — zwigzki 7 wyznaczonym MRL

LIMIT DECYZYJINY I ZDOLNOSC WYKRYWANIA - WYZNACZANIE METODA

ZHW KRZYWEJ KALIBRACYJNEJ Data:
zwiazki, ktore maja ustalony maksymalny limit pozostatosci MRL 07.02.2023
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH
Nr procedury .
badawczej/norma: projekt PBC-101.00.00
Technika analityczna: LC-MS/MS
Analit: Amoksycylina
Matryca: mleko
MRL 4 ng/kg
Sygnaty dla poziomu wzbogacenia matrycy
[ug/ke]
Powtdrzenia 2,00 4,00 6,00
1 2,03 4,17 6,13
2 2,02 4,14 6,61
3 1,92 3,65 6,56
4 2,01 4,23 6,54
5 2,16 4,13 6,78
6 2,06 3,60 6,71
Poziom £ . o s sygnatlu
wzbogacenia fre(rilr; Odtwacrilalnosc oparte na CV 1,64s Jrs }{ggfs
[ng/kg] ve odtwarzalnos$ci ’
2,00 2,03 8,57 0,16 0,27 2,30
4,00 3,99 9,49 0,37 0,60 4,59
6,00 6,55 9,48 0,58 0,95 7,50
Krzywa kalibracyjna
b 1,13
CCa
a -0,33 4,35
[nerke]
r 0,9969
2 0,9939
Badanie J.Pacynska Opracowat: J.Pacynska
wykonat: +acy p Soracy
Uwagi:

Zalacznik ZHW PO-12.01.10,wydanie 5 z dnia 01.04.2022
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6.6. Zdolnos$¢ wykrywania w badaniach przesiewowych — CCB

Zgodnie z wymogami Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808,
obowigzkowym elementem walidacji metod przesiewowych jest wyznaczenie parametru

CCB, czyli zdolnosci wykrywania w badaniach przesiewowych.

Parametr ten okres$la najmniejsza ilo$¢ analitu w probcee, ktorg mozna wykry¢
lub oznaczy¢ ilosciowo w badaniach przesiewowych, uwzgledniajac ryzyko popetienia
btedu PB. W przypadku substancji zakazanych i niedopuszczonych odpowiada
najnizszemu poziomowi, na ktorym mozliwe jest ich wykrycie lub oznaczenie.

Dla substancji dopuszczonych oznacza st¢zenie ponizej obowigzujacego MRL [212].

CCB okreslono na podstawie analizy 20 probek S$lepych oraz 20 probek
fortyfikowanych na poziomie przesiewowego stezenia docelowego (STC), przy ktorym
wynik badania moze klasyfikowaé probke jako niezgodng. Weryfikacja przyjetego
poziomu STC miata na celu wykazanie réznicy migdzy sygnatem probki $lepej a probki
wzbogaconej na poziomie STC. Poziom STC wyznaczono jako potowe warto§ci MRL
dla zwiazkow objetych limitem, natomiast dla antybiotykow bez ustalonego MRL

na najnizszym skalibrowanym poziomie (LCL).

Przeprowadzono badania probek S$lepych oraz fortyfikowanych dla kazdej
procedury 1 matrycy. Na podstawie uzyskanych wynikdw wykonano obliczenia.

Obliczono:

e wartos¢ ,,Threshold” (T), czyli najnizsze stezenie analitu, przy ktérym probka

moze zosta¢ sklasyfikowana jako niezgodna [178]

T=B+1,64-SDb

B — $rednia warto$¢ sygnatu uzyskana dla badanych prébek §lepych

SDb — odchylenie standardowe dla serii probek slepych

e Warto$¢,,Cut-Off” (Fm), czyli stezenie, ktére powinno zosta¢ przekroczone przez

95% analizowanych probek fortyfikowanch [178]

Fm=M—-1,64 -5SD
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M - $rednia warto$¢ sygnatu uzyskana dla badanych prébek fortyfikowanych

SD — odchylenie standardowe dla serii probek fortyfikowanych na poziomie STC

Rysunek 17 przedstawia graficznie wartosci progowe T oraz Fm, ktore

sg wykorzystywane do obliczania CCp.

Prébka Slepa STC MRL
i i i

Wartoscé Wartosé
T Fm

Rysunek 17. Graficzne przedstawienie wartosci progowych Ti Fm [178]

Po wyliczeniu warto$ci T oraz Fm dokonano ich poréwnania. W kazdym
przypadku wartos¢ Fm byla wigksza od wartosci T, co oznacza, ze odsetek wynikow
fatszywie zgodnych byt nizszy niz 5%, a CCP byto mniejsze od stezenia STC. Gdyby
jednak wartos¢ Fm byta mniejsza od wartosci T, oznaczatoby to, ze odsetek wynikow
falszywie zgodnych przekracza 5%, a CCP przewyzsza wartos¢ STC. W takiej sytuacji
konieczne byloby ponowne przeprowadzenie badania, zwigkszajac poziom

fortyfikowania probek.

W przeprowadzonych badaniach dla wszystkich oznaczanych antybiotykow
w matrycach mig$ni, mleka, nerek, miodu 1 jaj zawsze uzyskiwano warto§¢ Fm wyzsza
niz T. W zwigzku z tym CCP zostato okreslone na poziomie zalozonych przesiewowych

stezen docelowych (STC).

Obliczenie CCP zilustrowano na przyktadzie oznaczania amoksycyliny w mleku

(Tabela 47).
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Tabela 47. Karta obliczania CCf

WALIDACJA I WDROZENIE

ZHW ZDOLNOSC WYKRYWANIA DO CELOW PRZESIEWOWYCH Data:
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH 10.02.2023
Nr procedury badawczej/norma: projekt PBC-101.00.00
Technika analityczna LC-MS/MS
Analit: Amoksycylina
Matryca: mleko
Stezenie probki wzbogaconej na poziomie STC 2,00 ng/kg
, , . Probka wzbogacona na
Powtorzenia Probka slepa - Wskazama przyrzadu Powtorzenia poziomie CCP s- wskazania
pomiarowego .
przyrzadu pomiarowego
1 18,19 1 593,85
2 12,57 2 551,06
3 13,50 3 498,66
4 9,11 4 553,47
5 1,17 5 493,02
6 7,34 6 493,25
7 5,17 7 589,05
8 9,48 8 618,71
9 2,98 9 586,68
10 8,16 10 572,85
11 9,85 11 617,25
12 15,06 12 527,22
13 18,16 13 493,95
14 5,47 14 570,10
15 3,02 15 602,62
16 9,05 16 595,54
17 8,71 17 656,18
18 6,68 18 604,46
19 3,85 19 607,22
20 2,42 20 517,08
Sr. wskazanie Sr. wskazanie
8,50 567,11
(B) (0]
odch. Stand
(SDb) 4,99 odch. Stand (SD) 48,34
Ccv 58,74 (6\% 8,61
Warto$¢ "Threshold" Warto$¢ " Cut-off"
T=B + 1,64 x SDb Fm=M-1,64xSD
16,68 487,01
Interpretacja wynikow
Walidacja poprawna Fm>T CCPB =2,00 ng/kg
Wykonat: J.Pacynska Opracowat: J.Pacynska
Zalacznik ZHW PO-12.01.18 wydanie 3 z dnia 01.04.2022

Graficzna prezentacja wynikow

700,0

600,0

500,0

400,0 —=8— Probka Slepa - wskazania przyrzadu
pomiarowego

300,0 Prébka wzbogacona na poziomie CCB s-
wskazania przyrzagdu pomiarowego

2000 Wartos¢ "Cut-off"
Warto$¢ "Threshold"

100,0

0,0 N TN T TN Vv

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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6.7. Wzgledny efekt matrycowy

Kolejnym wymaganiem walidacji zgodnie z Rozporzadzeniem Wykonawczym
Komisji (UE) 2021/808 jest ocena wzglednego efektu matrycowego. Badanie to pozwala
okresli¢, czy sktadniki matrycy wplywaja na oznaczany zwigzek, prowadzac do wzrostu

lub obnizenia sygnatu analitycznego.

Dla kazdej walidowanej matrycy przygotowano 20 réznych prébek $lepych,
uwzgledniajac rozne gatunki zwierzat dla migsni i nerek, rozne rodzaje miodow, a takze
roézne partie mleka i jaj. Badania przeprowadzono zgodnie z odpowiednimi procedurami
badawczymi, poczatkowo bez dodatku wzorcow oraz wzorca wewngtrznego. Probki
matrycowe wzbogacano odpowiednimi wzorcami i wzorcem wewng¢trznym dopiero
po ekstrakcji, na wymaganym poziomie MRL lub CCa (dla substancji bez okreslonego
MRL oraz zakazanych). Tak przygotowane probki poddano analizie chromatograficzne;j

wraz z roztworem wzorcowym o identycznym stezeniu.

Z otrzymanych wynikdw obliczono wzgledny efekt matrycowy (MF) wedtug
wzoru [212]:

powierzcznia piku wzorca MMS

MF (wzorzec) = . —
powierzchnia piku roztworu wzorcowego

powierzchnia piku MMS IS

MF (1S) =
{s) powierzchnia piku roztworu IS

MF (wzorzec)
MF (IS)

MF (wzorzec znormalizowany dla IS) =

MF — wzgledny efekt matrycowy
MMS — wzorzec w ekstrakcie matrycy
MMS IS — wzorzec wewngtrzny w ekstrakcie matrycy

IS — wzorzec wewnetrzny

Wedlug wytycznych z przytoczonego Rozporzadzenia obliczony wspotczynnik
zmienno$ci (CV) musi by¢ mniejszy niz 20% dla obliczonego MF (wzorca

znormalizowanego dla IS).

Obliczenie wzglednego efektu matrycowego przedstawiono na przyktadzie

oznaczania amoksycyliny w mleku (Tabela 48).
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Tabela 48. Karta oceny wzglednego efektu matrycowego

ZHW

KARTA OCENY EFEKTU MATRYCY
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH

Data:
13.02.2023

Nr procedury badawczej/norma:

projekt PBC- 101.00.00

Technika analityczna: LC-MS/MS
Analit: Amoksycylina
Matryca: mleko
MRL 4,00 pgkg
ot | poemmnalSy | poviine | o i s
ekstrakeji ekstrakcji wzorcu we wzoreu
1 10337 1 2686776 1 9221 1 10769975
2 9772 2 2828695 2 10805 2 12469975
3 10274 3 2809066 3 10180 3 10899975
4 10207 4 2745675 4 9050 4 11589975
5 10378 5 2785971 5 10221 5 12829975
6 10389 6 2805045 6 9725 6 11749975
7 10891 7 2822125 7 9900 7 10999975
8 10690 8 2751321 8 10050 8 12759975
9 10619 9 2659054 9 8900 9 9529975
10 11008 10 2686069 10 10200 10 11879975
11 10816 11 2732649 11 10100 11 10669975
12 10918 12 2822852 12 10150 12 12699975
13 11075 13 2857791 13 9550 13 9929975
14 10831 14 2797136 14 9750 14 11579975
15 10614 15 2757470 15 9730 15 11349975
16 11155 16 2723045 16 10800 16 12999975
17 10820 17 2780117 17 10080 17 10779975
18 10974 18 2894698 18 9005 18 11619975
19 10981 19 2831056 19 10205 19 9999975
20 11045 20 2823899 20 9150 20 10199975
MF (wzorzec) MF (IS) (wzorzec s;«fl?gfuzowany Kalkulacja
a
1 1,12 1 0,25 1 4,49 X 4,44
2 0,90 2 0,23 2 3,99 sd 0,35
3 1,01 3 0,26 3 3,92 (6\% 7.81%
4 1,13 4 0,24 4 4,76
5 1,02 5 0,22 5 4,68
6 1,07 6 0,24 6 4,47
7 1,10 7 0,26 7 4,29 Wrioski
8 1,06 8 0,22 8 4,93
9 119 9 028 9 498 efekt matrycy poniZej 20% -
’ ? ’ wymagania spetnione
10 1,08 10 0,23 10 4,77
11 1,07 11 0,26 11 4,18
12 1,08 12 0,22 12 4,84
13 1,16 13 0,29 13 4,03
14 1,11 14 0,24 14 4,60
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15 1,09 15 0,24 15 4,49
16 1,03 16 0,21 16 4,93
17 1,07 17 0,26 17 4,16
18 1,22 18 0,25 18 4,89
19 1,08 19 0,28 19 3,80
20 1,21 20 0,28 20 4,36
“]zlafoarrll;; J.Pacynska Opracowal: J.Pacynska
Uwagi:
Zatgeznik ZHW PO-12.01.24,wydanie 1 z dnia 01.04.2022

6.8. Odpornos¢

W Rozporzadzeniu Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808 nie okreslono metody
wyznaczania odpornos$ci. Zgodnie z jego wytycznymi, w celu oceny odpornos$ci nalezy
wprowadza¢ jedynie niewielkie zmiany w warunkach analizy i oceni¢ ich wpltyw

na wynik.

W Rozporzadzeniu 657/2002 [214] zaleca si¢ zastosowanie podejscia Youdena.
Metoda ta umozliwia ocen¢ wpltywu siedmiu czynnikéw na wynik analizy poprzez
wykonanie o$miu oznaczen. W niniejszej pracy zastosowano to podej$cie do oceny
odporno$ci opracowanych procedur badawczych, poréwnujac otrzymane wyniki

w roznych warunkach analizy.

Dla kazdej procedury wytypowano siedem parametrow, ktore mogly wptywac
na wynik analizy. Nastgpnie przeprowadzono badania zgodnie z procedurami,
wprowadzajac kombinacje zmienionych parametréw wedtug schematu przedstawionego
w Tabela 49. Wielkie litery oznaczajg niezmieniong warto$¢ parametru, natomiast mate

litery zmieniong wartos¢ parametru.
Tabela 49. Plan doswiadczen

Numer doswiadczenia

Parametr 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Cle C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F

G/g G g g G g G G g
Stezenie W1 W2 W3 W4 W5 W6 W7 W8

180



WALIDACJA I WDROZENIE

Dla procedury oznaczania substancji przeciwbakteryjnych w tkance, mleku
inerkach w cze$ci ekstrakeji acetonitrylem wprowadzono zmiany w nastepujacych
parametrach: ilos¢ dodanego MeCN do ekstrakcji (7,8 ml), seri¢ MeCN, temperature
odparowania (48°C), stezenie roztworu do rozpuszczania (0,022% HFBA), seri¢
kolumny chromatograficznej, st¢zenie fazy ruchomej A (0,18% HCOOH w wodzie) oraz
zmieniono osob¢ wykonujacag badanie. W przypadku procedury z uzyciem TCA
zmodyfikowano: ilo§¢ dodanego TCA (5,8 ml), stezenie roztworu TCA (4,8%), seri¢
TCA, serig filtrow PVDF, seri¢ HFBA, st¢zenie fazy ruchomej A (0,022% HFBA), seri¢

kolumny chromatograficznej oraz zmieniono osob¢ wykonujacg badanie.

Zmiany w procedurze oznaczania substancji przeciwbakteryjnych w jajach
obejmowaty modyfikacj¢ nastepujacych parametrow: pH kwasu szczawiowego (pH 3,8),
ilo$¢ dodanego Na:EDTA (0,4 ml), ilo§¢ dodanego MeCN do ekstrakcji (7,8 ml), seri¢
kolumienek Oasis HLB, temperatur¢ odparowania (48°C), stgzenie roztworu
do rozpuszczania (0,022% HFBA) oraz stezenie fazy ruchomej A (0,18% HCOOH

w wodzie).

Dla procedury oznaczania substancji przeciwbakteryjnych w miodach,
w pierwszej metodzie ekstrakcji wprowadzono zmiany w nastgpujacych parametrach:
pH octanu sodu (5,8), stezenie HFBA (0,18 M), seria kolumienek Strata X, ilo$¢ roztworu
do elucji (4,8 ml), stezenie HFBA w roztworze do eluowania (MeCN : 0,022 M HFBA),
temperatura odparowania (48°C) oraz stgzenie roztworu do rozpuszczania (0,022%
HFBA). W przypadku drugiej metody ekstrakcji zmieniono st¢zenie kwasu octowego
(1,8%), seri¢ kolumienek Oasis HLB, ilo§¢ roztworu do elucji (4,8 ml), temperature
odparowania (48°C), stezenie roztworu do rozpuszczania (0,022% HFBA), stezenie fazy

ruchomej A (0,022% HFBA), seri¢ kolumny chromatograficzne;.

Analize w roznych kombinacjach przeprowadzono dla 8§ serii probek w dwodch
powtdrzeniach, wzbogaconych na poziomie MRL lub CCa. Wyniki analiz postuzyty
do przeprowadzenia obliczen w arkuszu Excel. Wptyw wprowadzonych zmian oceniono
na podstawie poréwnania odchylenia standardowego wuzyskanego w badaniu
odtwarzalnosci z odchyleniem standardowym wyznaczonym z przeprowadzonych

doswiadczen.
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Obliczono warto$¢ Dy dla kazdej kombinacji, czyli réznice wynikow zmiennej
I oraz i, poprzez odjecie $redniej z wynikéw oznaczonych przez wielkie litery od $redniej

z wynikow oznaczonych przez mate litery, wedtug wzoru:

Wi+ Wi+ Wi+Wr Wi+ Wi+ Wi+ Wi
4 4

Dy =

Nastepnie, na podstawie wszystkich uzyskanych réznic Dy, obliczono odchylenie

standardowe Sy z przeprowadzonych doswiadczen.

s 5 z Dyi?
i = *
1/ -

Jezeli obliczona warto$¢ odchylenia standardowego Sii z przeprowadzonych

doswiadczen przekroczytaby odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjng okre$long
dla danego antybiotyku w danej procedurze badawczej, wskazywatoby to na istotny
wptyw wprowadzonych zmian na wynik analizy. W przeprowadzonych badaniach
dla wszystkich antybiotykéw uzyskane wartosci Sy;  byly nizsze od wyznaczonej

odtwarzalnos$ci wewnatrzlaboratoryjne;.

Jako przyklad oceny odpornosci metody przedstawiono wyniki oznaczania

amoksycyliny w mleku (Tabela 50).
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Tabela 50. Ocena odpornosci metody

ZHW KARTA OCENY ODPQRNOéCI METODY Data:
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH 20.02.2023
Nr procedury badawczej/norma: projekt PBC-101.00.00
Technika analityczna LC-MS/MS
Analit: Amoksycylina
Matryca: mleko
MRL 4,00 pg/keg
Badany czynnik:
A MeCN 8 ml a MeCN 7,8 ml Paamer | jCmeieidema
. i . . Ala A A A A 2 2 2 2
B biezaca seria MeCN b inna seria MeCN B B B b5 b B B b b
1 Cle C 3 C 3 C 3 C 3
C temp. Odparowywania 45°C c temp. Odr;ggwywama D D D 4 4 4 4 D D
. 5 Ele E ) E ) ) E ) E
D 0,025% HFBA d 0,022% HFBA e
biezaca kolumna inna seria kolumny G G =2 =2 G 2 G G ¢
E e . Stetemie W1 W2 W3 W4 W5 Wé WI WS
chromatograficzna chromatograficznej
faza A (0,18%
0, )
F faza A (0,2% HCOOH) f HCOOH)
G analityk A g analityk B
Stezenie analitu z eksperymentow (pg/kg) Srednia (pg/kg) Ocena statystyczna wynikow
W1 3,85 3,93 3,89 Dy Sodtw Sui
w2 3,88 3,95 3,92 DA/a 0,02 0,37 0,13
W3 4,02 4,06 4,04 DB/b 0,10
w4 3,72 3,67 3,70 DClc -0,01
W5 3,90 3,86 3,88 DD/d -0,07
W6 4,02 4,04 4,03 DE/e 0,17
W7 3,63 3,74 3,68 DF/f -0,08
W8 3,87 3,89 3,88 DG/g -0,10
Uwagi:
Whioski: zmiany nie maja wyplywu na wynik
Badanie wykonat: J.Pacynska, J.Chudzicka Opracowal: J.Pacynska Zalgeznik ZHW PO-12.01.14,wydanie 3 z dnia 01.04.2022

6.9. Stabilnos¢

Stabilnos¢ zwigzkow w matrycach oraz roztworach wzorcowych okresla, jak
dtugo pozostaja one odporne na degradacje podczas przechowywania w odpowiednich
warunkach. Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) 2021/808 wskazuje,
ze stabilno$¢ analitow nie musi by¢ okreslana w kazdym laboratorium, a do walidacji

metod mozna przyja¢ dane dostgpne w literaturze naukowej, informacje dostarczane
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przez dostawcow wzorcow (certyfikaty), informacje z Referencyjnych Laboratoriow

Unii Europejskiej oraz krajowych laboratoriow.

W niniejszej pracy nie przeprowadzano odrgbnych badan stabilnosci. Oparto si¢
na danych uzyskanych z Panstwowego Instytutu Weterynarii — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Pulawach, Referencyjnego Laboratorium Europejskiego ANSES
we Francji [215] oraz dostepnych publikacjach naukowych [216-219] oraz z certyfikatow
posiadanych wzorcow. Dodatkowo, przed kazda analizg kontroluje si¢ stabilnos¢
stosowanych roztworéw wzorcowych do fortyfikowania probek poprzez wiaczanie ich

do kazdej serii analiz.

Zgodnie z dostgpnymi danymi literaturowymi, stabilno$¢ amoksycyliny
w roztworze metanol : woda (1:1) zostata okreslona w publikacji dotyczacej stabilno$ci
antybiotykow [216] 1 wynosi do 3 miesiecy w temperaturze -18°C. Natomiast badania
przeprowadzone przez Gaugain 1 wspOtpracownikéw wykazaly, ze w matrycach
biologicznych, takich jak mig$nie przechowywane w temperaturze -18°C, amoksycylina

zachowuje stabilnos¢ przez 308 dni, a w mleku do 360 dni.

Jednak stabilno$¢ roznych antybiotykéw w matrycach biologicznych moze si¢
znaczgco roézni¢. Przykladem jest stabilnos$¢ penicyliny G w temperaturze -18°C, ktéra
wynosi 18 dni, podobnie jak tylozyny w nerkach. Natomiast w przypadku probek
przechowywanych w temperaturze 4-8°C, przyktadem moze by¢ stabilnos¢ tylmikozyny

w jajach, ktora jest krotsza niz jeden dzien [217].

W badaniach pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych przeprowadzanych
w Wojewodzkim Inspektoracie Weterynarii w Poznaniu, dazy si¢ do minimalizacji
wplywu czynnikow zwiazanych z przechowywaniem probek. Oznaczenia wykonywane
sg tego samego dnia, w ktérym przeprowadzana jest ekstrakcja, co pozwala na uzyskanie
miarodajnych wynikéw 1 ograniczenie ryzyka zwigzanego z utratg stabilnos$ci

oznaczanych antybiotykow.
6.10.Budzet niepewnosci

Szacowanie niepewnosci nie jest opisane w Rozporzadzeniu Wykonawczym
Komisji (UE) 2021/808, ale stanowi wymagania normy ISO/IEC 17025 [181], bazuje
na wytycznych zawartych w  Przewodniku EUROCHEM/CITAC "Wyrazanie
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Niepewnos$ci Pomiaru Analitycznego" [220] oraz EA-04/16 Wytycznych EA dotyczacych

wyrazania niepewnosci w badaniach ilo§ciowych [221].

Niepewnos¢ pomiaru odgrywa kluczowg role w ocenie miarodajnosci wynikow
analitycznych 1 jej wyznaczenie jest niezbednym elementem walidacji metod

badawczych.

Szacowanie catkowitej niepewnosci wymaga uwzglednienia wszystkich zrodet
niepewnosci oraz okreslenia ich wptywu na konicowa warto$¢ niepewnosci pomiarowe;.
Kazdy skladnik niepewnos$ci jest przedstawiany jako niepewnos$¢ standardowa u(x)

1 wyrazony w postaci odchylenia standardowego [213].

Ztozona niepewno$¢ standardowa wu(y) jest suma wszystkich skladnikow
niepewno$ci, wyrazong jako pierwiastek kwadratowy z ich catkowitej wariancji.
Uwzglednia wptyw poszczegodlnych Zrodet niepewnosci na wynik analizy, co pozwala
na doktadniejsze oszacowanie koncowej warto$ci niepewnosci pomiarowej [220, 222].

Wyraza ja wzor:

u(y) = y2Zu(xi)?

Niepewnos$¢ rozszerzona U — okre§la przedzial wartosci, w ktorym z duzym
prawdopodobienstwem miesci si¢ rzeczywisty wynik pomiaru. Uwzglednia ona zlozong
niepewnos$¢ standardowa pomnozong przez wspoOlczynnik rozszerzenia k, ktory

dla poziomu ufnosci 95% wynosi 2 [220].

W ramach walidacji procedur badawczych dla kazdego oznaczanego antybiotyku
opracowano budzet niepewnos$ci. Obejmowal on szacowanie typu A, czyli oceng precyzji
badania tych samych probek, analiz¢ bledu systematycznego na podstawie probek
fortyfikowanych. Uwzgledniono takze szacowanie niepewnosci wynikajacej z kalibracji
przyrzadu pomiarowego oraz niepewnosci wynikajagce ze zmiennoS$ci migdzy
poszczegdlnymi pomiarami wzorca, wplywu pipety automatycznej, objetosci szkta
laboratoryjnego, pomiaru masy, oraz niepewno$¢ zwigzang z materiatami odniesienia

lub wzorcami.

Wszystkie obliczenia zostaly przeprowadzone i zestawione w arkuszach Excel.
Dane te postluzyly do opracowania pelnego budzetu niepewnosci dla kazdego
oznaczanego zwigzku. Jako przyktad przedstawiono budzet niepewnosci dla oznaczania

amoksycyliny w mleku (Tabela 51).
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Tabela 51. Budzet niepewnosci

BUDZET NIEPEWNOSCI POMIARU DATA:
ZHW PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH '
DZIAt BADAN - 20.03.2023
Norma/procedura badawcza: projekt PBC-101.00.00
Kierunek badania: Amoksycylina
niepewnosc¢ wzgledna
Opis wartos¢ x standardowa niepewnos$¢
u(x) standardowa u(x)/x
1. Badania tych samych
. i L probek wielokrotnie 1 0,0217 0,0217
Precyzja posrednia jako
wzgledne odchylenie lub
standardowe 2. Podwajne testy ) ) )
réznych rodzajow probek
Doktadno$¢ (btad L )
systematyczny) (Rec) probki fortyfikowane 0,9802 0,0217 0,0221
precyzja badania
. biegtosci/poréwnania - - -
odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjne
Inne -
Niepewnos$¢ wynikajgca z kalibracji przyrzadu 2,0000 0,0449 0,0224
Niepewnos¢ wynikajgca ze zmienno$ci miedz
P , y, Jé . eozy 0,1151 0,0043 0,0369
poszczegdlnymi pomiarami wzorca
Niepewnos¢ wynikajgca z objetosci szkia -
pewnosce wyniaja e 10,0000 0,0311 0,0031
kolbki miarowe
Niepewnos$¢ wynikajgca z objetosci szkia -
pipety miarowe
Niepewnos$¢ wynikajgca z masy 1,0000 0,0006 0,0006
Niepewnos¢ zwigzana z materiatami
T ) . 98,6000 0,0081 0,0001
odniesienia lub odczynnikami
Niepewnosci standardowe pierwiastkow - - -
Niepewnos¢ wynikajgca z pipety automatycznej 200,0000 0,6532 0,0033
Ztozona niepewnos$c¢ standardowa 3 2
2 2 Lub uc(y)=y (M+M+
u(y)z\/u(p) +u(r) +... \" » r
uc(y)= y”
0,0533
Niepewno$¢ rozszerzona U = k-u(y) U=k - uc(y) 0,1067

* % odzysku podzielony przez 100 ; Dla poziomu ufnosci 95% K=2

Kok
Y warto$¢ stezenia badanej prébki

Uwagi/komentarz:
Opracowat: J.Pacynska
Zatgcznik ZHW PO -12.03.11,wydanie 2 z dnia 16.04.2012
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Analiza budzetu niepewnosci wykazata, ze najwigkszy wplyw na catkowita
niepewno$¢ ma precyzja oznaczen, doktadno$¢, niepewnos¢ zwigzana z kalibracja
przyrzadu pomiarowego oraz zmienno$¢ migdzy poszczegdlnymi pomiarami wzorca.
Jezeli dany antybiotyk byt oznaczany w ramach badan biegltosci, ten czynnik réwniez
miat istotny wpltyw na oszacowang niepewnos$¢. W wiekszosci przypadkéw obliczona
niepewno$¢ miescita si¢ w zakresie 10—20%, jednak w przypadku sulfatiazolu w miodzie
wyniki badan bieglosci przyczynily si¢ do wzrostu niepewnosci do 30% (wynik badan

biegtosci byt zadowalajacy).

6.11.Raport z walidacji

Koficowym 1 kluczowym dokumentem potwierdzajacym proces walidacji
oraz skuteczno$¢ zastosowanej metody analitycznej jest raport z walidacji. Dokument ten
wykazuje, ze opracowana procedura badawcza dla danego antybiotyku speinia
wymagania regulacyjne oraz zapewnia precyzyjne, dokladne i powtarzalne wyniki.
W przypadku metod stosowanych do oznaczania pozostalo$ci  substancji
przeciwbakteryjnych w zywnosci, raport walidacyjny musi by¢ zgodny z kryteriami
okreslonymi w Rozporzadzeniu Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808, a takze spetniac¢
wymagania normy ISO/IEC 17025 dotyczacej kompetencji laboratoriow badawczych.

Raport z walidacji zawiera kluczowe informacje dotyczace przeprowadzonego
procesu i stanowi potwierdzenie skuteczno$ci opracowanej metody analitycznej. W jego

tresci uwzglednia si¢ nastepujace elementy:

e identyfikacj¢ procedury badawczej,

e kierunek badania,

e poziom prawny — dla czesci antybiotykow w zaleznos$ci od matrycy jest to
MRL lub MMPR lub przyjety poziom dla substancji niedozwolonych lub
zakazanych,

e o0soby uczestniczace w walidacji,

e zakres roboczy 1 liniowo$¢ metody,

e w przypadku oznaczania substancji przeciwbakteryjnych w zywnosci
decyzyjng warto$¢ graniczng (CCa) 1 zdolno$¢ wykrywania (CCp),

e charakterystyke krzywej wzorcowe;j,

® precyzjg,
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e odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryja,
e odzysk (poprawnosc),

e niepewno$c¢ rozszerzong w %,

e oceng efektu matrycowego,

e oceng odpornosci metody.

W ramach kazdej procedury badawczej oraz dla kazdego oznaczanego w niej
antybiotyku, na podstawie przeprowadzonych badan walidacyjnych, opracowano
indywidualny  raport walidacyjny. Dla procedury oznaczania substancji
przeciwbakteryjnych w mig¢éniach, mleku i nerkach (projekt procedury PBC-101.00.00)
opracowano 58 raportow dla migsni, 55 dla mleka oraz 57 dla nerek. W przypadku
procedury oznaczania substancji przeciwbakteryjnych w jajach (projekt PBC-106.00.00)
opracowano 49 raportéw, natomiast dla procedury oznaczania substancji

przeciwbakteryjnych w miodzie (projekt PBC-25.00.00) — 38 raportow walidacyjnych.

Kazda procedura badawcza, a takze projekt procedury (w przypadku trwajacej
walidacji), posiada swdj kod identyfikacyjny w postaci PBx-00.00.00, gdzie litera
oznacza pracowni¢, a kolejne cyfry odpowiadaja numerowi procedury, numerowi
zalacznika oraz wersji dokumentu. Litera ,,C” wskazuje na Pracowni¢ Badan
Chemicznych. Dzigki takiemu systemowi identyfikacji kazda procedura oraz raport

walidacyjny maja jednoznaczne oznaczenie, co ulatwia ich przyporzadkowanie.

Dla zobrazowania jaki zakres informacji zawiera raport z walidacji, w tabelach
(Tabela 52, Tabela 53), przedstawiono przyktadowy raport opracowany dla

amoksycyliny oznaczanej w mleku.
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Tabela 52. Raport 7 walidacji strona 1

ZHW

Raport z walidacji/weryfikacji
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH

Strona:1
Stron:2

Opis metody

Procedura badawcza/norma

projekt PBC-101.00.00

Kierunek badania

Amoksycylina

MRL/ML/MMPR/RPA*

4 ugkg

Matryca

mleko

Wyposazenie pomiarowo-badawcze

Stosowane odczynniki, materiaty odniesienia, przyrzady

pomiarowe i pomocnicze opisane w procedurze
badawczej

Osoby uczestniczgce w walidacji/weryfikacji

Joanna Pacynska, Jolanta Chudzicka, Justyna Musiolik

Termin wykonywania badan

Do 31.12.2023

Metoda Metoda
Metoda akredytowana w zakresie akredytowana | przewidziana-do | Metoda-przewidziana-do-akredytacji-w
statym™ w zakresie akredytacji-w zakresie-elastyezaym™
elastycznym* | zakresie-statym*
Walidacja* Weryfikacja* Rewalidacja* Ponowna-weryfikacja*
ELEMENTY WALIDACJI / WERYFIKACJI WYNIKI KRYTERIA
- - od >1,00 pg/kg do <

Zakres liniowosci 1,00-8,00 pg/kg 8,00 ug/kg
Zakres roboczy 2,00-6,00 pg’kg od CCB do 1,5 MRL
Granica wykywalnosci - -
Granica oznaczalnosci 2,00 =CCB
Decyzyjna warto$¢ graniczna CCa 4,35 cca>MRL
édcoﬁlnosc wykrywania w badaniach przesiewowych 2,00 CccB<MRL
Krzywa Wspétczynnik korelacji 0,9983
wzorcowa b - przeciecie -0,00494 20,9899

a - nachylenie - czutos¢ 0,0343

wzbogacenie na poziomie

3,64 4,54 2,68
2,00 ug/kg
Powtarzalno$c¢ : P
(%) wzbogacenie na poziomie 313 3,89 1,31 <20%

4,00 ug/kg

wzbogacenie na poziomie 4,55 471 3,48

6,00 ug/kg

*niepotrzebne skresli¢

Jezeli jakis element nie jest brany do walidacji/weryfikacji w rubryce pustej stawiamy kreske.

Zatgcznik ZHW PO -12.01.22, wydanie 5 z dnia 01.04.2022
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Tabela 53. Raport 7 walidacji strona 2

ZHW Raport z walidacji/ weryfikacji Strona:2
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH Stron:2
wzbogacenie na poziomie 2,00 pg/kg 8,57
Odtwarzalnos¢ . —_
wewnatrzlaboratoryjna (%) wzbogacenie na poziomie 4,00 pg/kg 9,49 <30%
wzbogacenie na poziomie 6,00 ug/kg 9,48
Matryca: mleko o
Sredni odzysk Wzbogacenie: 2,00 ug’kg 97,4 5
>
P . N
na podstawie Matryca: mleko 3 97,6 | 270-120%
probek fortyfikowanych Wzbogacenie: 4,00 ua/kg 97,8 '_g
(%) Matryca: mleko .%
Wzbogacenie: 6,00 ua/kg 97,4
Inne: - - -

Badania biegtosci/poréwnania miedzylaboratoryjne

. s 10,7%
Niepewnos¢ rozszerzona %
przyjeto 11 %
Uwagi
efekt matrycy ponizej
1.efekt matrycy -wspoiczynnik zmiennosci nie moze byé wigkszy niz 20% dla MF (wzorca 20% - wymagania
znormalizowanego dla IS). spetnione

2.odpornos¢ metoda odporna na

drobne zmiany
parametrow badania
Metoda jest wiasciwa do
zamierzonego
zastosowania w

warunkach
laboratoryjnych*
Metoda-spetnia
wyspeeyfikowane
wymagania®
Imie i nazwisko Data
Opracowat: mgr Joanna Pacynska 18.03.2023
Sprawdzit: mgr Justyna Tomczak 19.03.2023
Zatwierdzit .
(Kierownik Pracowni) mgr Agnieszka Kopydiowska 20.03.2023

Jezeli jaki$ element nie jest brany do walidacji/weryfikacji w rubryce pustej stawiamy kreske.
* niepotrzebne skresli¢

Zatgcznik ZHW PO -12.01.22, wydanie 5 z dnia_01.04.2022

W ramach pracy przeprowadzono pelng walidacje trzech projektow procedur
badawczych: PBC-101.00.00 (dla mig$ni, mleka i nerek), PBC-106.00.00 (dla jaj)
oraz PBC-25.00.00 (dla miodu). Ltacznie objeto badaniami pig¢ réznych matryc.
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Dla kazdego oznaczanego antybiotyku, w kazdej z walidowanych matryc spetniono
kryteria i wymagania zawarte w Rozporzadzeniu Wykonawczym Komisji (UE)
2021/808. Potwierdzono zgodnos$¢ wszystkich kluczowych parametréw walidacyjnych,
takich jak: powtarzalno$¢, odtwarzalnos¢, odzysk (poprawnos¢), CCP oraz CCa.
Opracowane procedury badawcze zostaty zwalidowane zgodnie z wymaganiami i moga
by¢ wdrozone w rutynowej kontroli pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych
w zywnos$ci pochodzenia zwierzecego w Laboratorium Wojewddzkiego Inspektoratu

Weterynarii w Poznaniu.
7. Wdrozenie opracowanych procedur badawczych

Ostatnim etapem po pozytywnym zakonczeniu walidacji procedur badawczych
bylo ich formalne wdrozenie do systemu zarzadzania jakoScia obowigzujacego

w Zaktadzie Higieny Weterynaryjnej w Poznaniu.

Projekty procedur badawczych, po pozytywnej ocenie wynikow walidacji, zostaty
zatwierdzone jako obowigzujace procedury przez Kierownika Pracowni — mgr Agnieszke
Kopydtowska. Podstawa do ich zatwierdzenia byly raporty z walidacji, ktore rowniez

zostaly zatwierdzone przez Kierownika.

Na kolejnych stronach przedstawiono pierwsze strony procedur badawczych

opracowanych w ramach niniejszej pracy.

e Procedura PBC-101.00.00 — dla matrycy: mig$nie, mleko 1 nerki
(Dokument 1)

e Procedura PBC-106.00.00 — dla matrycy jaj (Dokument 2)

e Procedura PBC-25.00.00 — dla matrycy miodow (Dokument 3)

Zamieszczone zostaly aktualne wersje procedur obowigzujace w momencie
pisania pracy. Kazda zmiana tre$ci dokumentu wigze si¢ z nadaniem nowego numeru
wydania oraz nowg data jego obowigzywania. Warto zaznaczy¢, ze procedura PBC-
101.00.00 dla migéni 1 mleka oraz procedura PBC-106.00.00 zostaty pierwotnie
zwalidowane zgodnie z wymaganiami Rozporzadzenia (WE) nr 657/2002 (odpowiednio:
migsnie — poczatek 2020 roku, mleko i jaja — koniec 2020 roku). Po wejéciu w zycie
Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808 konieczne byto

przeprowadzenie ponownej walidacji zgodnie z nowymi wytycznymi.
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Dokument 1. Procedura Badawcza PBC-101.00.00

6dz,
0*\ kf 4,

N
ap
=

o’t“ W, »
O1y09*

&,

Yoo

Wojewddzki Inspektorat Weterynaril w Poznaniu
Zakiad Higieny Weterynaryjnej
ul. Grunwaldzka 250, 60-166 Poznan

PBC- 101.00.00

tel. 61 868-93-47, fax. 61 868-47-00 Wydanie Z dnia:
3 10.06.2024
| Strona: 1 Egzemplarz :
SYSTEM ZARZADZANIA g

PROCEDURA BADAWCZA

KOD: PBC-101.00.00

cieczowej ze spektrometrig mas.

Jest to oficjalny i podlegajgcy ewidencji dokument ZHW

i nie moze byé zmieniany lub powielany bez zgody wydawcy.

TYTUL: Oznaczanie pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych w tkankach
zwierzecych i produktach spozywczych metoda chromatografii

Imie i Nazwisko Stanowisko Data Podpis
Opracowat: mgr Joanna Pacynska Starszy asystent 20.05.2024 Qa’-‘r":)("‘b
Zweryfikowat: mgr Justyna Musiolik Starszy asystent 24.05.2024 “V[M ,)*,)é,_‘ LL
Zatwierdzit: mgr Agnieszka Kopydiowska Kierownik Pracowni 10.06.2024 ;')\1-;_,&"
Obowigzuje mgr Agnieszka Kopydiowska Kierownik Pracowni 10.06.2024 "‘\..l — ’]
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Dokument 2. Procedura Badawcza PBC-106.00.00

'.|bd2kj Wojewodzki Inspektorat Weterynarii w Poznaniu -
6\? 4,‘, Zaktad Higieny Weterynaryjnej PBC- 106.00.00
= '?‘ im.Tadeusza Losinskiego
== ZHW x> ul. Grunwaldzka 250, 60-166 Poznan Wydanie: Z dnia :
“:& é" tel. 61 868-93-47, fax. 61 868-47-00 3 09.09.2024
O{I &
310 N 5
trona: 1 E |
SYSTEM ZARZADZANIA Stron: 17 | oy
PROCEDURA BADAWCZA

KOD: PBC- 106.00.00

TYTUL: Oznaczanie pozostatosci lekéw przeciwbakteryjnych w jajach metoda

chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas

Jest to oficjalny i podlegajgcy ewidencji dokument ZHW

i nie moze by¢ zmieniany lub powielany bez zgody wydawcy.

Imie | Nazwisko Stanowisko | Data Podpis
Opracowat: mar Joanna Pacyriska Starszy Asystent ; 19.08.2024 Quu‘f“&u——
Zweryfikowat: mgr Katarzyna Piechocka Asystent ' 30.08.2024 'W?‘,_\_\;\ (. -
Zatwierdzit: magr Agnieszka Kopydlowska Kierownik Pracowni 09.09.2024 " {
Obowiazuje: mgr Agnieszka Kopydiowska Kierownik Pracowni 09.09.2024 ,-:‘M.,, />
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Dokument 3. Procedura Badawcza PBC-25.00.00

KOD: PBC-25.00.00

Jest to oficjalny i podlegajacy ewidencji dokument ZHW
i nie moze by¢ zmieniany lub powielany bez zgody wydawcy.

*.bd?.k/, Wojewddzki Inspektorat Weterynarii w Poznaniu
8\0 9@ Zakitad Higieny Weterynaryjnej PBC- 25'0000
3 '% im.Tadeusza tosifiskiego
= ZHW -x.- ul. Grunwaldzka 250, 60-166 Poznan Wydanie: Z dnia
.ao @9 tel. 61 868-93-47, fax. 61 868-47-00 1 11.07.2022
4",8 ~ s
1o M . .
~ SYSTEM ZARZADZANlA = .2{22-&"115 Egzemplarz :
PROCEDURA BADAWCZA
o
- - /

TYTUL: Oznaczanie pozostatosci lekéw przeciwbakteryjnych w miodzie
metoda chromatografii cieczowej ze spektrometriag mas

Imie i Nazwisko Stanowisko Data Podpis
Opracowak: mgr Joanna Pacyiiska Asystent 20.06.2022 Wb”
Zweryfikowat: mgr Katarzyna Piechocka Asystent 24.06.2022 p (:’(,Cu'&:zk\v‘\
Zatwiordzit mgr Agnieszka Kopydiowska Kierownik Pracowni 11.07.2022
Obowiazuje: mgr Agnieszka Kopydtowska | Kierownik Pracowni 11.07.2022
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Kolejnym krokiem byto zgloszenie procedur badawczych do wprowadzenia na
,List¢ akredytowanych dziatan prowadzonych w ramach zakresu elastycznego”. Lista ta,
opracowywana przez asystenta wiodgcego, jest nastgpnie zatwierdzana przez Kierownika
Pracowni 1 stanowi zatgcznik do aktualnego Zakresu Akredytacji nr AB 465. Dzigki
posiadaniu elastycznego zakresu akredytacji mozliwe bylo wprowadzenie nowych
procedur bez koniecznosci kazdorazowego zatwierdzania ich przez Polskie Centrum
Akredytacji (PCA). Obecnie na liscie akredytowanych dziatan znajduja si¢ procedury:
PBC-101.00.00 dla matryc mig¢éni i mleka, PBC-106.00.00 dla jaj oraz PBC-25.00.00

dla miodu.

Dodatkowo, aby procedura mogta zosta¢ w petni wdrozona do badan urzgdowych,
konieczne byto potwierdzenie jej skuteczno$ci w badaniach bieglosci organizowanych
przez Laboratorium Referencyjne w Putawach lub poprzez audyt przeprowadzony przez
to laboratorium. W ramach czteroletniego cyklu akredytacji laboratorium jest rowniez
zobowigzane do co najmniej dwukrotnego udzialu w badaniach biegtosci dotyczacych

danej procedury badawcze;.

Nastepnie, zgodnie z obowigzujagcym prawem, Gilowny Lekarz Weterynarii
wyznacza laboratorium do przeprowadzania badan urzgdowych w okreslonym zakresie

kierunkow 1 metod.

Od 2020 roku do chwili obecnej w laboratorium Wojewodzkiego Inspektoratu
Weterynarii w Poznaniu brano udzial w kilku badaniach bieglosci dotyczacych

opracowanych procedur oznaczania pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych.

W 2020 roku przeprowadzono badanie biegtosci organizowane przez Panstwowy
Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach w zakresie
oznaczania pozostato$ci substancji przeciwbakteryjnych w mig$niach. Oznaczono
antybiotyk z grupy makrolidow — tylmikozyne. Wynik badania zostatl oceniony jako

zadowalajacy.

W 2021 roku przeprowadzono kolejne badania bieglosci, ktoérych raporty
opublikowano w marcu 2022 roku. Organizowane byly réwniez przez Panstwowy
Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Pulawach 1 dotyczyly
oznaczania pozostato$ci antybiotykow w mleku. Ilo§ciowo oznaczono dwa zwigzki:
cefalonium oraz dihydrostreptomycyne. Uzyskane wyniki zostaly ocenione jako

zadowalajace.

195



WALIDACJA I WDROZENIE

W 2022 roku wzicto udzial w badaniu bieglosci dotyczacym oznaczania
pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych w miodzie, organizowanym przez
Panstwowy Instytut Weterynarii — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach.
Oznaczono sulfatiazol oraz doksycykling. Wyniki badania zostaty ocenione jako
zadowalajace. Badania odbyly si¢ w trakcie trwania walidacji, dlatego ich wyniki zostaty

ujete w walidacji.

W 2023 roku uczestniczono w badaniu bieglo$ci zorganizowanym przez
laboratorium referencyjne w Pulawach, dotyczacym oznaczania pozostatosci
antybiotykow w jajach. Oznaczono tetracykling oraz enrofloksacyne — oba wyniki uznano

za zadowalajace.

W 2024 roku wzigto udziat w dwoch badaniach bieglosci dotyczacych oznaczania
pozostalosci substancji przeciwbakteryjnych w migsniach oraz mleku. Badanie
dla matrycy migéni zorganizowane zostaly ponownie przez laboratorium referencyjne
w Pulawach. Oznaczono ilosciowo dihydrostreptomycyn¢ oraz sulfametoksazol. Wyniki

badania zostaly ocenione jako zadowalajace.

Drugie badanie, dotyczace oznaczania antybiotykdw w mleku, zostato zakupione
celowo od niemieckiej firmy DRRR (Deutsches Referenzbiiro fiir Ringversuche und
Referenzmaterialien), ktora posiada akredytacj¢ zgodng z normag ISO/IEC 17043. Wybor
tego badania wynikal z konieczno$ci spelnienia wymagan Polskiego Centrum
Akredytacji, zgodnie z ktéorymi organizatorzy badan biegltoSci musza posiadac¢
odpowiednig akredytacje. W ramach badania oznaczono tetracykling, a uzyskany wynik

zostal oceniony jako zadowalajacy.

Opracowane procedury badawcze byly wielokrotnie sprawdzane podczas
audytow wewnetrznych prowadzonych przez wykwalifikowany personel, a takze
podczas audytow zewnetrznych, w tym przeprowadzanych przez PCA oraz Panstwowy
Instytut Weterynarii — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach, ktory szczegdlna
uwage zwrécil na procedure PBC-101.00.00 oraz PBC-106.00.00. Zakres audytu
obejmowat ocen¢ dokumentacji walidacyjnej, sposob prowadzenia rutynowych badan
oraz monitorowanie waznos$ci wynikow badan. Przeprowadzone audyty nie wykazaty
niezgodnos$ci i spostrzezen, co potwierdza, ze opracowane procedury sg odpowiednie

do zamierzonego celu.
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W lutym 2023 roku odbyt si¢ réwniez audyt Komisji Europejskiej w Polsce, ktory
dotyczyl kontroli pozostalo$ci i zanieczyszczen w zywnosci. Audyt objat takze
Wojewddzki Inspektorat Weterynarii w Poznaniu, gdzie szczegétowo oceniono proces
walidacji metod potwierdzajacych oraz dokumentacje¢ sprawozdan z badan. Kontroli
poddano m.in. procedur¢ PBC-101.00.00 oraz PBC-25.00.00. Audytorzy skupili si¢
szczegblnie na wynikach dodatnich dla mleka, w ktérym stwierdzono przekroczenie
MRL dla tetracykliny, a takze na wynikach dotyczacych oznaczenia antybiotykow
w migs$niach procedurg PBC-101.00.00. Dodatkowo przeanalizowano dokumentacje
walidacyjng opracowang dla matrycy miodu. Audyt nie wykazal zadnych
nieprawidlowosci, natomiast podkreslono konieczno$¢ przeprowadzenia ponownych
walidacji zgodnie z wymaganiami Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE)

2021/808 do konca 2025 roku.

Uzyskane zadowalajagce wyniki badan bieglosci potwierdzaja prawidlowosé
opracowanych procedur badawczych. Stanowia one roéwniez istotny element
dokumentacji wymaganej zarowno przy ubieganiu si¢ o akredytacje, jak 1 podczas
corocznych audytow PCA oraz przy zatwierdzaniu metod do stosowania w badaniach.
Podczas tych wizyt pozytywnie oceniono nie tylko raporty z walidacji, ale réwniez
prawidlowe prowadzenie badan rutynowych, co $wiadczy o prawidlowym wdrozeniu

opracowanych procedur badawczych do rutynowej pracy w laboratorium.

W aneksie przedstawiono certyfikat akredytacji (Dokument 4), zakres akredytacji
(Dokument 5) oraz fragment listy akredytowanych dziatan dla Pracowni Badan
Chemicznych, obejmujacy procedury badawcze opisane w niniejszej pracy (Dokument
6). Przedstawione dokumenty obowigzujag w dniu przygotowywania niniejszej pracy.
Dokumenty te potwierdzajg wdrozenie procedur badawczych do systemu jakosci 1 ich
stosowania w badaniach urzedowych, ktére zgodnie z obowigzujacymi przepisami [223]

muszg by¢ objete akredytacja.

Obecnie analizy nerek nie zostaty jeszcze wprowadzone na liste akredytowanych
dzialan w ramach analiz chemicznych, poniewaz w obowigzujacym monitoringu
urzedowym s3gone objete jedynie badaniami mikrobiologicznymi. W przypadku
uzyskania wyniku dodatniego, probki przekazywane s3 do badan potwierdzajacych
do Panstwowego Instytutu Weterynarii — Panstwowego Instytutu Badawczego

w Putawach. Po pozytywnym udziale w badaniach bieglo$ci i wyznaczeniu przez
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Gloéwnego Lekarza Weterynarii mozliwe bedzie wprowadzenie nerek do zakresu

akredytacji. Przewidywany termin to monitoring probek od 2026 roku.
8. Badania rutynowe prébek rzeczywistych w latach 2020-2024

Po wdrozeniu procedur badawczych rozpocz¢to rutynowe oznaczenia
pozostatosci antybiotykow w probkach rzeczywistych dostarczanych do laboratorium.
Badane byty probki pochodzace z réznych Zrédel: probki urzedowe (monitoringowe)
w ramach Krajowego Planu Monitoringowego, probki z importu, probki kierowane do
badania potwierdzajacego ilosciowego po dodatnim wyniku badania jakoSciowego
przeprowadzonego w Pracowni Badan Mikrobiologicznych w Poznaniu, oraz probki

ustugowe.

Najliczniejszg liczbe probek stanowity probki monitoringowe, ktore pochodzity

z kilku wojewodztw:

e Wielkopolskie

e Zachodniopomorskie
e Lubuskie

e Kujawsko-Pomorskie

e Pomorskie

Liczba badanych probek w poszczegdlnych wojewddztwach byta rozna i zalezata
m.in. od liczby zwierzat hodowlanych, rzezni i zaktadow przetworczych w danym
wojewodztwie. Probki pobierane byly przez inspektorow wedlug rocznego planu
pobierania probek i1 dostarczane do laboratorium w odpowiedniej temperaturze,
zabezpieczone (koperty bezpieczne, plomby), w ciggu maksymalnie 7 dni od pobrania.
Probki byly przekazywane wraz ze zleceniem badan, w ktoérym okre§lono kierunki
oznaczen. Z uwagi na obowigzujaca zasad¢ bezstronno$ci, zlecenia nie zawieraly
informacji o miejscu pobrania. Zamieszczano w nich jedynie podstawowe dane, takie jak:
kierunek badania, rodzaj matrycy, rodzaj zwierzecia, identyfikator zwierzecia, date

pobrania czy sposob zabezpieczenia probki.

Probkami przekazywanymi do badan potwierdzajacych po badaniach
jakosciowych, wykonywanych w Pracowni Badan Mikrobiologicznych, byly przede

wszystkim probki mleka, migéni oraz jaj. Pracownia mikrobiologiczna nie wykonuje
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badan przesiewowych dla miodu. Przebadano probki mleka, w ktorych w badaniu
przesiewowym wykryto obecnos$¢ antybiotykoéw z grupy tetracyklin. W przypadku migsni
najczesciej zglaszano wykrycie p-laktamow, fluorochinolonéw oraz tetracyklin,
natomiast w probkach jaj fluorochinolonéw. Po badaniach mikrobiologicznych analizie
poddano rowniez probki nerek, mimo ze matryca ta nie zostala jeszcze formalnie
wprowadzona do zakresu akredytacji. Jedna cze$¢ probki zostata przekazana do badan
potwierdzajacych w Laboratorium w Pulawach, natomiast druga do Pracowni Badan
Chemicznych w celu weryfikacji opracowanej procedury oznaczania antybiotykow

w nerkach.

W latach 20202024, w ramach procedur badawczych opisanych w niniejszej
pracy, przeprowadzono oznaczenia pozostatosci antybiotykow w rzeczywistych probkach
dostarczanych do badan. W rozpatrywanym okresie najwigcej badan wykonano dla tkanki
migsniowe] (84%), co wynika z jej dominujacego udziatu w Krajowym Planie

Monitoringowym.

Tabela 54 przedstawia dane liczbowe dotyczace przebadanych probek.
We wszystkich rozpatrywanych latach migsnie stanowity najwigkszy odsetek badanych
matryc. Oprocz tkanki migsniowej badano rdwniez probki jaj, mleka 1 miodu, a takze
niewielkg liczbe probek nerek, ktére nie zostaly jeszcze formalnie wprowadzone
do zakresu akredytacji. Najwiekszg liczbe probek przebadano w 2023 roku, co byto
zwigzane ze zwigkszonym zakresem monitoringu pozostatosci  substancji

przeciwbakteryjnych w Zywnosci pochodzenia zwierzgcego.

Tabela 54. Liczba probek przebadanych w latach 2020-2024

Matryca 2020 2021 2022 2023 2024 Suma
Migsnie 1095 1173 1195 1535 1061 6059
Mleko 24 50 62 104 54 294

Jaja 52 165 162 176 122 677
Miod 0 0 45 83 72 200

Nerki 0 0 5 7 4 16
Suma 1171 1388 1469 1905 1313 7246

Lacznie w latach 2020-2024 przebadano 7 246 probek rzeczywistych, z czego:
e 6059 probek migsni,
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e 294 probki mleka,
e 677 probek jaj,

e 200 probek miodu,
e 16 probek nerek.

Na ponizszym wykresie (Wykres 9) zaprezentowano rozktad liczby probek
dla kazdej matrycy w poszczego6lnych latach:

Wykres 9. Liczba prébek badanych w latach 2020-2024
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8.1. Prébki tkanki miesniowej

Opracowano szczegblowa analiz¢ badan probek migsni, ktére stanowily
najwigkszy odsetek wszystkich badanych matryc. Dane zestawiono w tabelach: Tabela
55, Tabela 56, Tabela 57, Tabela 58, Tabela 59. Dla kazdego roku przygotowano osobng
tabele zawierajaca liczbe probek, ich pochodzenie (wojewodztwo, probki z importu lub
probki po badaniach mikrobiologicznych), gatunek zwierzgcia oraz informacje
o niezgodnosciach, w ktorych wykryto pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych
przekraczajace obowigzujace limity. Taka analiza pozwala lepiej zobrazowac skalg badan
oraz okresli¢, w jakich przypadkach najczgsciej dochodzito do przekroczen

dopuszczalnych poziomow.

W 2020 roku (Tabela 55) najwigcej probek miesni pochodzito z wojewodztwa

wielkopolskiego. Dominowaly probki migsa kurczat, $win i bydta. W badaniach
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uwzgledniono réwniez probki z wojewodztw zachodniopomorskiego i1 lubuskiego
oraz probki po jako$ciowych badaniach mikrobiologicznych, gdzie stwierdzono
obecnos¢ antybiotykdéw (probki z wojewddztwa wielkopolskiego), jednak w badaniu

ilosciowym potwierdzajacym wszystkie okazaty si¢ zgodne z obowigzujagcymi normami.

W 2020 roku stwierdzono 3 niezgodne probki pochodzace z wojewddztwa
wielkopolskiego. W migsniach bydla oznaczono tylmikozyn¢ (64 = 7) ng/kg — MRL
wynosi 50 pg/kg. W miesniach kurzych oznaczono doksycykline (124 + 12) ng/kg — MRL
wynosi 100 pg/kg. Natomiast w migsniach $wini oznaczono enrofloksacyne oraz
ciprofloksacyng, ktorych suma roéwna (162 £ 21) pg/kg przekroczyta dopuszczalny
poziom — MRL dla sumy enrofloksacyny i ciprofloksacyny wynosi 100 pg/kg.

Tabela 55. Zestawienie liczby probek migsni 7 2020 roku

Rok Wojewodztwo Gatunek ;rlgizli Niezgodne Suma niezsgli)rzllgych
bydto 235 1
kurczeta 318 1
$winie 237 1
gesi 5 0
Wielkopolska indyki 27 0 859

kaczki 17 0
konie 5 0
kroliki 13 0
ryby 2 0

bydto 2 0 3
2020 kurczeta 93 0

Zachodniopomorskie L 169
$winie 72 0
ryby 2 0
kurczeta 25 0
$winie 10 0
Lubuskie (.iamelé s 0 63
indyki 23 0
jelenie 2 0
ryby 1 0
probki po badaniach bydio 4 0 4

mikrobiologicznych - Wielkopolska

W 2021 roku (Tabela 56) réwniez najwigcej probek migsni pochodzito
z wojewodztwa wielkopolskiego. W badaniach uwzgledniono takze probki dostarczone
z wojewoOdztw zachodniopomorskiego i lubuskiego, probki po jakosciowych badaniach

mikrobiologicznych (wojewodztwo wielkopolskie) oraz probki z importu.
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W 2021 roku stwierdzono 3 niezgodne probki pochodzace z wojewodztwa
wielkopolskiego — dwie probki migsni $swin oraz jedng probke migsni krolika. W obu
probkach miesni wieprzowych wykryto chlorotetracykling oraz 4-epichlorotetracykline.
Dla sumy tych zwigzkow obowigzuje limit MRL wynoszacy 100 pug/kg. W pierwszej
probce oznaczono (138 + 14) pg/kg chlorotetracykliny i (68 + 7) pgkg
4-epichlorotetracykliny, natomiast w drugiej wartosci (138 =+ 14) pg/kg
chlorotetracykliny i (74 + 7) ug/kg 4-epichlorotetracykliny. W mie¢$niach kroélika
oznaczono tulatromycyng¢ w ilosci (2540 £ 381) ug/kg — brak limitu MRL, wynik powyzej
wyznaczonego CCa (27 pg/kg) uznawany jest za probke dodatnig.

Tabela 56. Zestawienie liczby probek migsni z 2021 roku

Rok Wojewodztwo Gatunek ;rlglizli Niezgodne Suma niezsglz)rcrllfllych

bydto 255 0
kurczgta 338 0
Swinie 244 2
gesi 6 0

Wielkopolska indyki 31 0 915
kaczki 18 0
konie 6 0
kroliki 15 1
ryby 2 0
bydto 0
kurczeta 99 0

2021 Zachodniopomorskie o 170 3

$winie 66 0
ryby 2 0
kurczeta 25 0
Swinie 7 0

Lubuskie indyki 26 0 63
jelenie 4 0
ryby 0
Swinie 11 0

import 12
kurczgta 1 0

probki po badaniach bydto 8 0 13
mikrobiologicznych - Wielkopolska  ¢winie 5 0

W 2022 roku (Tabela 57) ilo$¢ probek ksztattowala si¢ na tym samym poziomie,
co w poprzednim roku. W badaniach uwzgledniono prébki dostarczone z wojewodztw
wielkopolskiego, zachodniopomorskiego 1 lubuskiego, probki po jakosciowych

badaniach mikrobiologicznych (wojewddztwo wielkopolskie) oraz probki z importu.
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W 2022 roku stwierdzono 2 niezgodne probki pochodzace z wojewodztwa
wielkopolskiego — dwie probki migsni bydla. W pierwszej probce oznaczono ilosciowo
enrofloksacyne oraz ciprofloksacyne, ktoérych suma rowna (163 +21) ug/kg przekroczyta
dopuszczalny poziom — MRL dla sumy enrofloksacyny i ciprofloksacyny wynosi
100 pg/kg. Druga niezgodna probka byla pierwotnie badana metoda jako$ciowa
mikrobiologiczng, w ktérej wykryto obecno$¢ antybiotykow z grupy tetracyklin. Badanie
potwierdzajace przeprowadzone wedtug procedury PBC-101.00.00 potwierdzito
obecnos¢ tetracyklin — oznaczono ilosciowo doksycykline (148 = 15) ng/kg — MRL dla
doksycykliny w mig$niach bydlecych wynosi 100 ng/kg.

Tabela 57. Zestawienie liczby probek migsni 7 2022 roku

Rok Wojewo6dztwo Gatunek ;rlgizli Niezgodne Suma niezsglgzllgych
bydto 272 1
kurczeta 361 0
$winie 230 0
gesi 7 0
Wielkopolska indyki 30 0 943
kaczki 17 0
konie 6 0
kroliki 18 0
ryby 2 0
bydto 2 0
kurczeta 114 0
2022 Zachodniopomorskie L 180 2
$winie 61 0
ryby 3 0
kurczeta 24 0
Swinie 6 0
Lubuskie indyki 24 0 58
jelenie 3 0
ryby 1 0
Swinie 8 0
import 9
ryby 1 0
probki po badaniach bydto 3 1 s
mikrobiologicznych - Wielkopolska  gwinie 2 0

W 2023 roku (Tabela 58) ilos¢ probek znaczaco si¢ zwigkszyta. W badaniach
uwzgledniono probki dostarczone z tych samych wojewodztw co w poprzednich latach,
probki po badaniach mikrobiologicznych (wojewddztwo wielkopolskie) oraz probki

pochodzace z importu.
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W 2023 roku stwierdzono tacznie 5 probek niezgodnych. Trzy z nich pochodzity
od bydta, jedna od kurczat, a jedna od konia — wszystkie pobrane byly w wojewddztwie
wielkopolskim. W dwoch migsniach bydla oznaczono ilosciowo enrofloksacyne
oraz ciprofloksacyne, ktorych suma wyniosta dla jednej probki (231 £+ 30) pg/kg,
dla drugiej (426 + 55) pg/kg — MRL dla sumy enrofloksacyny i ciprofloksacyny wynosi
100 pg/kg. W trzeciej probce oznaczono amoksycyling (62 + 7) ug/kg — MRL wynosi
50 pg/kg. Amoksycyling oznaczono ilosciowo rowniez w mi¢sniach kurczat w ilosci
(85+ 9) ng/kg. Natomiast w migsniach konia oznaczono ilo§ciowo tulatromycyng
(37+6) pg/kg, dla ktorego nie wyznaczono MRL. Wynik dla probki powyzej

wyznaczonego w walidacji CCa (27 pg/kg) uznawany jest za wynik niezgodny.

Tabela 58. Zestawienie liczby probek migsni 7 2023 roku

Rok Wojewodztwo Gatunek ;rlgtz)gli Niezgodne Suma niezsglggr?ych
bydto 335 3
kurczgta 568 1
Swinie 255 0
gesi 9 0
Wielkopolska indyki 40 0 1282
kaczki 36 0
konie 9 1
kroliki 27 0
ryby 3 0
bydto 5 0
2023 kurczgta 121 0 .
Zachodniopomorskie . 162

Swinie 33 0
ryby 3 0
kurczeta 36 0

Lubuskie .s'w1n1e. ¢ 0 83
indyki 37 0
ryby 4 0

import ryby 2 0 2

probki po badaniach bydto 4 0 6
mikrobiologicznych - Wielkopolska  gwinie 2 0

W 2024 roku (Tabela 59) po raz pierwszy dostarczono takze probki z wojewodztw

kujawsko-pomorskiego i pomorskiego.

W 2024 roku stwierdzono 3 niezgodne probki pochodzace z wojewodztwa

wielkopolskiego — 1 probke migsni od bydta oraz 2 probki migsni od kurczat. W probcee
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migsa bydla wykryto obecno$¢ enrofloksacyny oraz ciprofloksacyny, ktérych suma
wyniosta (372 + 48) pg/kg — MRL dla sumy enrofloksacyny i ciprofloksacyny wynosi
100 ug/kg. Natomiast 2 probki migsni kurczat zostaly przekazane do badan
potwierdzajacych po wezesniejszym wykryciu antybiotykéw metodg mikrobiologiczng.
W badaniu ilo§ciowym oznaczono w nich doksycykling w ilosciach (122 + 12) pg/kg

oraz (150 = 15) pg/kg — MRL dla doksycykliny w mig$niach kurczat wynosi 100 pg/kg.

Tabela 59. Zestawienie liczby probek migsni 7 2024 roku

Rok Wojewodztwo Gatunki L1€:zba Niezgodne Suma . ST
probek niezgodnych
bydto 211 1
kurczeta 462 0
Swinie 146 0
gesi 9 0
Wielkopolska indyki 36 0 917

kaczki 24 0
konie 5 0
kroliki 19 0
ryby 0
bydto 4 0
kurczeta 32 0

Zachodniopomorskie $winie 5 0 45
indyki 1 0
ryby 3 0

2024 3

kurczeta 28 0
$winie 3 0

Lubuskie daniele 1 0 61
indyki 26 0
ryby 3 0
b 4 0

Kujawsko-Pomorskie .ry Y . 10
indyki 6 0
b 5 0

Pomorskie Y 7
bydto 2 0
. ryby 6 0
import 9
bydto 3 0
bydto 7 0
probki po badaniach

mikrobiologicznych - Wielkopolska kurczeta 2 2 12

$winie 3 0
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Na wykresie (Wykres 10) przedstawiono wizualizacj¢ pochodzenia probek
migéni w latach 2020-2024, z podzialem na wojewodztwa lub zrédta ich pochodzenia.
Graficzne przedstawienie danych pozwala tatwiej dostrzec, ktore regiony dominowaty
pod wzgledem liczby dostarczanych probek. Kolejny wykres (Wykres 11) prezentuje
liczbe przebadanych probek migsni poszczegodlnych gatunkow zwierzat w analizowanym
okresie. Na jego podstawie mozna zauwazy¢, ze najczesciej badano migsnie kurczat, Swin

oraz bydta. Stanowia one najwigkszy udzial we wszystkich analizowanych probkach.

Wykres 10. Udzial procentowy probek migsni wedlug pochodzenia (2020-2024)
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Wykres 11. Badane gatunki zwierzgt w latach 2020-2024
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W latach 2020-2024 przebadano tacznie 6059 probek migsni réznych gatunkow
zwierzat. Wsrdd nich stwierdzono 16 probek niezgodnych — wszystkie pochodzity
z wojewddztwa wielkopolskiego. Najwigcej wykrytych probek niezgodnych to migsnie
bydta — 7. Wykryto roéwniez niezgodne probki miesni: kurczat (4), §win (3), krolika (1)
oraz konia (1) (Wykres 12). Najcze$ciej wykrywanymi substancjami byly
enrofloksacyna 1 ciprofloksacyna — facznie w 5 probkach, doksycyklina — 4 probki,
amoksycylina — 2, chlorotetracyklina 1 4-epichlorotetracyklina — 2 probki
oraz tulatromycyna — 2 probki (Wykres 13).

Wykres 12. Liczba probek niezgodnych w latach 2020-2024

Liczba prébek niezgodnych w latach 2020-2024
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Wykres 13. Rodzaje oznaczonych antybiotykow w probkach niezgodnych w latach 2020-2024

6
Rodzaje oznaczonych antybiotykow w prébkach niezgodnych

w

N

=

m suma enrofloksacyny i ciprofloksacyny

W doksycyklina

mamoksycylina

O suma chlorotetracykliny i 4-epichlorotetracykliny
W tulatromycyna

W latach 2020-2024, w ramach oznaczania pozostalo$ci substancji
przeciwbakteryjnych w migéniach procedurg badawcza PBC-101.00.00, odnotowano
rowniez probki, w ktorych stwierdzono obecno$¢ antybiotykow w ilosciach powyzej
CCB, jednak ponizej MRL. Probki takie nie sa uznawane za niezgodne, poniewaz wykryta

lo$¢ nie przekracza dopuszczalnego limitu jego pozostatosci.

Probki zgodne, ale z wynikami powyzej wartosci CCP sg wazne z punktu
widzenia prowadzonego nadzoru nad pozostato$ciami substancji przeciwbakteryjnych w
zywnosci pochodzenia zwierzecego. Wskazuja one na mozliwg obecno$¢ antybiotykow,
co moze by¢ efektem nieprzestrzegania przez hodowcow wymaganych okreséw karencji.
Mogty réwniez pochodzi¢ od zwierzat, ktore byly leczone zgodnie z przepisami przez
lekarzy weterynarii, ale pozostatosci substancji nie zostaly jeszcze catkowicie usuniete

z ich organizmu.

Tabela 60 oraz Wykres 14 przedstawiaja najczescie] wykrywane antybiotyki
w tkance migsniowej w latach 2020-2024, w probkach, ktorych stezenia przekraczaty
warto$¢ CCp, ale miescity si¢ ponizej limitu MRL.
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Tabela 60. Probki zgodne powyzej CCf

. MRL
Antybiotyk Gatunek Cick Ilos¢
(ng/kg) (nglkg)
Doksycyklina bydto 40 100 94
Doksycyklina kurczeta 40 100 81
Enrofloksacyna oraz 50
Ciprofloksacyna (suma) bydlo 50 100 68
Amoksycylina kurczeta 25 50 24
Penicylina G kurczeta 25 50 12
Chlorotetracyklina oraz 50
4-epichlorotetracyklina (suma) bydto 50 100 8
Tetracyklina oraz e 40
4-epitetracyklina (suma) swinie 50 100 4
Dihydrostreptomycyna bydto 250 500 4
Dihydrostreptomycyna Swinie 250 500 1
Tylmikozyna bydto 25 50 3

Wykres 14. Najczesciej wykrywane antybiotyki w tkance migsniowej w latach 2020-2024 — probki zgodne

200 175
100
68
8 4 5 3

m Doksycyklina

H Enrofloksacyna oraz ciprofloskacyn (suma)

W Amoksycylina

W Penicylina G

M Chlorotetracyklina oraz 4-epichlorotetracyklina (suma)
W Tetracyklina oraz 4-epitetracyklina (suma)

B Dihydrostreptomycyna

B Tylmikozyna

Ze wzgledu na czeste oznaczanie substancji przeciwbakteryjnych powyzej CC
konieczne jest monitorowanie takich wynikéw, ktore moga wskazywaé na wystepowanie

nieprawidlowosci w stosowaniu antybiotykow u zwierzat.

Przeanalizowano rowniez probki ponizej granicy CCP. Najwiecej wykry¢
pozostatosci antybiotykdéw ponizej wartosci CCP dotyczyto probek bydta, stanowity one
okoto 60% wszystkich takich przypadkoéw, okoto 35% pochodzito z migsa kurczat,
natomiast pozostate przypadki dotyczyly migsa swin. Wsréd wykrywanych substancji
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przeciwbakteryjnych najcze$ciej pojawialy si¢: doksycyklina, enrofloksacyna,
ciprofloksacyna, tylozyna, amoksycylina oraz tylmikozyna. Rzadziej wykrywano
marbofloksacyng, sulfaguanidyng, kwas oksolinowy, erytromycyna, penicyling G,
dihydrostreptomycyng, tiamuling, trimetoprim, difloksacyng, chlorotetracykling, 4-

epichlorotetracykling tetracykling, i 4-epitetracykling.

Wyniki oznaczen ponizej wartosci CCP nie s3 monitorowane, ale pozwalaja
dostrzec roéznorodno$¢ stosowanych antybiotykow w hodowli zwierzat. Opracowana
procedura badawcza umozliwia oznaczanie $ladowych ilo$ci  substancji
przeciwbakteryjnych. W przypadku zaostrzenia przepisow mozliwe bedzie szybkie
dostosowanie si¢ do nizszych granic decyzyjnych i1 dalsze zapewnianie bezpieczenstwa

Zywnosci.

8.2. Prébki mleka

Opracowano zbiorcze zestawienie badan probek mleka obejmujacg lata 2020—
2024. Tabela 61 zawiera informacje dotyczace liczby probek, ich pochodzenia
(wojewodztwo, probki po jako$ciowych badaniach mikrobiologicznych). W tabeli
zebrano takze liczbg probek niezgodnych, czyli probek dla ktorych zostat przekroczony
obowigzujacy limit pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych w mleku. Pochodzenie
probek mleka w latach 2020-2024 przedstawiono rowniez graficznie na wykresie

kolowym (Wykres 15).

Wykres 15. Udziat procentowy probek mleka wedtug pochodzenia (2020-2024)

H Wielkopolska
B Zachodniopomorskie
m Lubuskie

prébki po badaniach
mikrobiologicznych -
Wielkopolska
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Tabela 61. Zestawienie liczby probek mleka przebadanych w latach 2020-2024

ore Liczba . Suma
Rok Wojewodztwo Matryca - Niezgodne Suma ezstingen
Wielkopolska mleko 19 0
Zachodniopomorskie mleko 1 0
2020 Lubuskie mleko 1 0 24 1
probki po badaniach
mikrobiologicznych -  mleko 3 1
Wielkopolska
Wielkopolska mleko 41 0
Zachodniopomorskie mleko 2 0
2021 Lubuskie mleko 2 0 50 1
probki po badaniach
mikrobiologicznych -  mleko 5 1
Wielkopolska
Wielkopolska mleko 47 0
Zachodniopomorskie mleko 4 0
2022 Lubuskie mleko 2 0 62 0
probki po badaniach
mikrobiologicznych -  mleko 9 0
Wielkopolska
Wielkopolska mleko 88 0
Zachodniopomorskie mleko 2 0
2023 Lubuskie mleko 3 0 104 1
probki po badaniach
mikrobiologicznych -  mleko 11 1
Wielkopolska
Wielkopolska mleko 46
Zachodniopomorskie mleko 2
2024 Lubuskie mleko 1 0 54 0
probki po badaniach
mikrobiologicznych -  mleko 5 0
Wielkopolska

Najwiecej probek pochodzito z wojewddztwa wielkopolskiego. tacznie
z probkami przekazanymi po badaniach mikrobiologicznych stanowily one az 93%
wszystkich analizowanych probek w latach 2020-2024. Wynika to z dobrze rozwinigtego
przemystu mleczarskiego na tym obszarze oraz duzej liczby gospodarstw. Z pozostatych
wojewodztw dostarczano jedynie pojedyncze probki, co jest zwigzane z ograniczong

skalg produkcji mleka w tych wojewodztwach.
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W rozpatrywanym okresie wykryto tacznie 3 probki mleka, ktére uznano
za niezgodne. Wszystkie probki pochodzity z Wielkopolski i zostaty przekazane do badan
potwierdzajacych po dodatnich wynikach badan mikrobiologicznych.

W probkach mleka z lat 2020 1 2021 potwierdzono wyniki mikrobiologicznych
testow przesiewowych, w ktorych wykryto obecno$¢ antybiotykéw z grupy B-laktamow.
W obu przypadkach oznaczono ilo$ciowo amoksycyling w stezeniach przekraczajacych
dopuszczalny limit MRL wynoszacy 4 ug/kg. Uzyskane wyniki to odpowiednio:
(4,7+0,5) ug/kgi (5,4 £0,6) ng/kg.

W 2023 roku testy mikrobiologiczne wykazaly obecno$¢ antybiotykow z grupy
tetracyklin. Badania potwierdzajace wykazaty obecno$¢ dwodch substancji: tetracykliny
oraz 4-epitetracykliny. MRL dla ich sumy wynosi 100 pg/kg. Oznaczone stgzenia
wynosily: tetracyklina — (89 £ 13) pug/kg, 4-epitetracyklina — (60 + 8) pg/kg.

Potaczenie w jednym laboratorium badan mikrobiologicznych z ilo$ciowymi
badaniami potwierdzajacymi, takimi jak te opisane w niniejszej pracy, pozwala
na szybkie potwierdzenie wynikow, a przy wykryciu niezgodnosci skrdcenie czasu

na podjecie decyzji urzgdowych.

W latach 2020-2024, w ramach oznaczania pozostatosci substancji
przeciwbakteryjnych w mleku procedurg badawcza PBC-101.00.00, odnotowano
rowniez probki, w ktorych stwierdzono obecno$¢ antybiotykéw w ilosciach powyzej
CCp, jednak ponizej MRL. Probki takie nie s3 uznawane za niezgodne, poniewaz wykryta

1lo$¢ nie przekracza dopuszczalnego limitu pozostatosci antybiotykow.

W pozostatych 30 probkach mleka przekazanych do badan potwierdzajacych,
rowniez wykryto pozostato$ci antybiotykéw z grupy tetracyklin. Oznaczono w nich
tetracykline oraz 4-epitetracykling w stezeniach przekraczajacych wartosci CCP, ktore
wynosza odpowiednio 6,0 pg/kg i 7,0 pg/kg. Wyniki wahaty si¢ w przedziale od 8,0
do 40 pg/kg, przy czym dominowaly warto$ci zblizone do 12 pg/kg. Dodatkowo,
w 2 probkach stwierdzono obecnos$¢ amoksycyliny w stezeniach powyzej CC réwnego

2,0 ng/kg.

Wsréd pozostatych probek, dostarczanych bezposrednio przez inspektorow

w ramach rutynowej kontroli, w okoto 23 przypadkach rowniez wykryto tetracykling oraz
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4-epitetracykline w podobnych ilosciach, mieszczacych si¢ powyzej wartosci CCp,

ale ponizej warto$ci MRL.

Zaobserwowane wykrycia pozostalo$ci antybiotykow z grupy tetracyklin
w mleku, przekraczajace wartosci CCP, lecz mieszczace si¢ ponizej limitow MRL,
wskazuja na  potrzeb¢ dalszego  monitorowania  stosowania  substancji
przeciwbakteryjnych. Cze¢ste wykrycia zwigzkoéw z tej samej grupy moga swiadczy¢ o ich
czestym wykorzystaniu w leczeniu zwierzat mlecznych. Podkresla to istotng role badan
pozostatlosci antybiotykéw w zywnosci pochodzenia zwierzgcego w celu kontroli

bezpieczenstwa zywnosci.

Przeanalizowano réwniez probki mleka, w ktéorych wykryto pozostatosci
antybiotykdw ponizej wartosci granicy decyzyjnej CCP. Najczg$ciej oznaczanymi
substancjami byly tetracyklina oraz 4-epitetracyklina. W probkach mleka wykrywano
rowniez doksycykling oraz amoksycyling. Pojedyncze przypadki dotyczyly wykrycia
w probkach mleka chlorotetracykliny oraz 4-epichlorotetracykliny, neomycyny,

kloksacyliny oraz paromomycyny.

Wyniki oznaczen ponizej warto$ci CCP w probkach mleka pokazujg r6znorodno$é¢
stosowanych antybiotykéw w produkcji mleka. Wdrozona w laboratorium procedura
badawcza (PBC-101.00.00) pozwala na wykrycie nawet §ladowych ilosci substancji
przeciwbakteryjnych, co w przypadku zmniejszenia dozwolonych limitéw umozliwi
szybkie dostosowanie granic wykrywalnos$ci, a co za tym idzie odpowiednig kontrole

bezpieczenstwa zywnosci.

8.3. Prébki jaj

Opracowano zbiorcze zestawienie badan probek jaj obejmujace lata 2020-2024.
Tabela 62 zawiera informacje dotyczace liczby probek, ich pochodzenia (wojewodztwo,
probki po jako$ciowych badaniach mikrobiologicznych). Zebrano w niej takze liczbg
probek niezgodnych, czyli probek dla ktorych zostat przekroczony obowiazujacy limit
pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych w jajach. Pochodzenie préobek w latach

2020-2024 przedstawia rowniez wykres kotowy (Wykres 16).
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Tabela 62. Zestawienie liczby probek jaj przebadanych w latach 2020-2024

., Liczba . Suma
Rok Wojewodztwo Matryca el Niezgodne Suma niczgodnych
Wielkopolska jaja 48 1
Zachodniopomorskie jaja 0
2020 Lubuskie jaja 3 0 52 2
probki po badaniach
mikrobiologicznych - jaja 1 1
Wielkopolska
Wielkopolska jaja 145 1
Zachodniopomorskie jaja 10 0
2021 Lubuskie jaja 9 1 165 2
probki po badaniach
mikrobiologicznych - jaja 1 0
Wielkopolska
Wielkopolska jaja 142 0
Zachodniopomorskie jaja 8
2022 Lubuskie jaja 10 0 162 0
probki po badaniach
mikrobiologicznych - jaja 2 0
Wielkopolska
Wielkopolska jaja 158
Zachodniopomorskie jaja 11
2023 Lubuskie jaja 5 0 176 0
probki po badaniach
mikrobiologicznych - jaja 2 0
Wielkopolska
Wielkopolska jaja 107 0
Zachodniopomorskie jaja 7 0
2024 Lubuskie jaja 5 0 122 0
probki po badaniach
mikrobiologicznych - jaja 3 0
Wielkopolska

Wykres 16. Udziat procentowy probek jaj wedtug pochodzenia (2020-2024)

H Wielkopolska

M Zachodniopomorskie

M Lubuskie

prébki po badaniach
mikrobiologicznych -
Wielkopolska
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Podobnie jak w przypadku pozostatych matryc, najwiecej probek jaj pochodzito
z wojewodztwa wielkopolskiego. tacznie z probkami przekazanymi po badaniach
mikrobiologicznych stanowity one az 90% wszystkich analizowanych probek w latach
2020-2024. Wynika to z duzej liczby ferm drobiu oraz intensywnej produkcji jaj w tym
regionie. Z innych wojewddztw przekazywano tylko pojedyncze probki, co wskazuje na

mniejszg skale produkcji jaj na tych terenach.

W roku 2020 oraz 2021 wykryto tacznie 4 probki jaj, ktére uznano za niezgodne.
W pozostatych latach nie odnotowano probek niezgodnych. Trzy z niezgodnych probek
pochodzity z Wielkopolski, w tym jedna z nich zostala przekazana do badan
potwierdzajacych po dodatnim wyniku badan mikrobiologicznych. Jedna probka

pochodzita z wojewodztwa lubuskiego.

W pierwszej probee z roku 2020 oznaczono ilosciowo enrofloksacyne w stezeniu
(39 + 4) pg/kg, natomiast ciprofloksacyna byla obecna ponizej wartosci CCp.
Dla enrofloksacyny w tej matrycy nie ustalono wartosci MRL, dlatego wynik
przekraczajacy wyznaczong w procesie walidacji warto$¢ CCa (30 pg/kg) zostat uznany
za niezgodny. Enrofloksacyn¢ oznaczono ilo§ciowo réwniez w probce z 2021 roku,
pochodzacej z wojewddztwa wielkopolskiego — (33 + 3) pg/kg. Tak jak w poprzednim

przypadku, ciprofloksacyna byta obecna w st¢zeniu ponizej wartosci CC.

Dla dwoch kolejnych probek oznaczono ilo§ciowo antybiotyk z grupy tetracyklin
— doksycykling, dla ktorego rowniez nie ma ustalonego MRL. Warto§¢ CCa wyznaczona
w procesie walidacji wynosi: 29 pg/kg. W probce przekazanej po badaniach
mikrobiologicznych stwierdzono stezenie doksycykliny na poziomie (197 + 20) pg/kg,

natomiast w probce dostarczonej z wojewodztwa lubuskiego — (115 + 12) pg/kg.

W 115 probkach jaj, stanowigcych okoto 17% wszystkich badanych probek z lat
2020-2024, wykryto obecnos¢ pozostatosci antybiotykow w stezeniach ponizej wartosci
CCpB. Najczesciej wykrywanymi substancjami byly enrofloksacyna i ciprofloksacyna
(w tej samej liczbie probek), a nastepnie doksycyklina, tetracyklina i1 4-epitetracyklina,

penicylina V, tylozyna oraz flumechina.

Mimo, zZe poziomy tych substancji nie przekraczaly granic decyzyjnych,
ich obecno$¢ moze $§wiadczy¢ o czegstym stosowaniu antybiotykéw w produkceji jaj.
Wyniki te wskazujg na potrzebe dalszego monitorowania pozostatosci antybiotykow

w jajach oraz wzmocnienie nadzoru nad stosowaniem antybiotykéw dla kur niosek.
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8.4. Prébki miodéw

Opracowano zbiorcze zestawienie badan probek miodu obejmujace lata 2022—
2024. Tabela 63 zawiera informacje dotyczace liczby przebadanych probek, ich
pochodzenia (wojewddztwo, probki z importu dostarczane przez graniczne inspektoraty
weterynarii) oraz liczbe prébek niezgodnych, w ktorych stwierdzono przekroczenie

wyznaczonych limitow pozostatosci antybiotykéw w miodzie.

Tabela 63. Zestawienie liczby probek miodow przebadanych w latach 2022-2024

., Liczba . Suma
Rok Wojewodztwo Matryca probek Niezgodne  Suma niezgodnych
Wielkopolska miody 21 0
Lubuskie miody 8 1
2022 45 1
Kujawsko-pomorskie miody 16 0
Import miody 0 0
Wielkopolska miody 28 0
Zachodniopomorskie miody 20 0
2023 Lubuskie miody 12 0 83 0
Kujawsko-pomorskie miody 1 0
Import miody 22 0
Wielkopolska miody 32 0
Zachodniopomorskie miody 17 0
2024 72 0
Lubuskie miody 11 0
Import miody 12 0

Podobnie jak w przypadku pozostalych matryc, najwiecej probek miodu
pochodzito z wojewddztwa wielkopolskiego, cho¢ nie byta to tak wyrazna przewaga jak
w przypadku poprzednich matryc. Zgodnie z danymi przedstawionymi na wykresie
(Wykres 17), probki z Wielkopolski stanowity 40% wszystkich badanych probek miodu.
Pozostale pochodzity w zblizonych ilosciach z wojewodztw: zachodniopomorskiego,
lubuskiego oraz kujawsko-pomorskiego. Probki z importu, dostarczone przez Graniczny
Inspektorat Weterynarii w Gdansku, stanowity 17% wszystkich analizowanych probek.

Wszystkie pochodzity z Chin.
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Wykres 17. Udziat procentowy probek miodow wedtug pochodzenia (2022-2024)

H Wielkopolska

H Zachodniopomorskie

M Lubuskie
Kujawsko-pomorksie

M Import

W okresie trzech lat prowadzenia rutynowych badan miodu wdrozong procedurg
badawczg PBC-25.00.00 wykryto jedng probke niezgodna pochodzaca z wojewodztwa

lubuskiego, ktéra zawierala trzy antybiotyki z grupy sulfonamidéw:

e Sulfacetamid — (44,4 + 4,4) ng/kg,
e Sulfametazyng — (350 + 35) pg/kg,
e Sulfatiazol — (221 + 66) ng/kg.

Antybiotyki w miodach nie maja okreslonego limitu MRL dlatego decyduje

warto$¢ wyznaczona w walidacji (CCa).

Wszystkie uzyskane wyniki, byly powyzej goérnego zakresu pomiarowego
metody, dlatego probki zostaly wystane do badan potwierdzajacych do laboratorium

w Putawach, ktére potwierdzito oznaczone antybiotyki o podobnych wartosciach stgzen.

W 8 probkach miodu, stanowigcych okoto 4% wszystkich przebadanych probek z
lat 20222024, wykryto obecno$¢ pozostatosci antybiotykow w stezeniach ponizej
wartosci CCP.

W 5 prébkach stwierdzono ten sam zestaw sulfonamidow, co w probce niezgodne;j
sulfacetamid, sulfametazyne oraz sulfatiazol. W jednej probce wykryto inny zestaw
sulfonamidéw: sulfametazyng, sulfadimetoksyne oraz sulfatiazol. W dwoch pozostatych

probkach oznaczono doksycykling, rowniez w st¢zeniach ponizej wartosci CCP.
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W Zadnej z probek miodu pochodzacych z Chin nie stwierdzono obecno$ci pozostatosci

antybiotykow.

W rozpatrywanym okresie (2022—2024) liczba probek miodu byta mniejsza niz
w przypadku innych matryc. Dzigki wdrozonej procedurze badawczej w laboratorium,
mozliwe bylo oznaczanie pozostalo$ci substancji przeciwbakteryjnych w niskich
stezeniach. Najczesciej wykrywang grupg substancji byty sulfonamidy, co $wiadczy
o stosowaniu ich w leczeniu pszczot (np. zgnilca amerykanskiego). Dodatkowo
w poréwnaniu do innych matryc, réznorodno$¢ wykrywanych antybiotykéw w miodzie

byta zdecydowanie mniejsza.

8.5. Probki nerek

W latach 2022-2024, mimo ze matryca nerek nie zostala jeszcze wprowadzona
do zakresu akredytacji, przeanalizowano lacznie 16 probek nerek przekazanych
po dodatnich wynikach badan mikrobiologicznych, ktére pochodzily z wojewoddztwa

wielkopolskiego.

Jedna czgs¢ probki nerki po badaniach mikrobiologicznych, w ktorych
stwierdzono obecnos$¢ antybiotykow, zostata przekazana do badan potwierdzajacych
do Laboratorium w Pulawach, natomiast druga w ramach weryfikacji wdrazanej
procedury trafita do Pracowni Badan Chemicznych w Poznaniu. Analizy wykazaty
obecnos¢ pozostatosci antybiotykow powyzej limitu MRL 1 wyznaczonego CCa w kilku

przypadkach:

e nerka od bydta: neomycyna — (9180 + 1836) pg/kg — MRL wynosi 9000
ng/kg,

¢ nerka od $wini: sulfametazyna (274 + 69) pg/kg — MRL wynosi 100 pg/kg
oraz dihydrostreptomycyna — (16 500 + 4125) pg/kg — MRL wynosi 1000
ng/kg,

e nerka od $wini: dihydrostreptomycyna — (1500 + 375) pg/kg — MRL
wynosi 1000 pg/kg,

e nerka od $wini: enrofloksacyna — (2200 + 440) png/kg oraz ciprofloksacyna
— (1000 £ 200) ng/kg — MRL dla sumy wynosi 300 pg/kg.
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W pozostalych probkach wykryto obecno$¢ pozostalosci substancji
przeciwbakteryjnych ponizej wartosci granicy decyzyjnej CCB. W szesciu probkach
oznaczono dihydrostreptomycyne w stezeniach ponizej CCP wynoszacej 500 pg/kg,
natomiast w dwoch probkach wykryto enrofloksacyne 1 ciprofloksacyne réwniez
w stezeniach ponizej CCP (100 pg/kg). W czterech probkach nie potwierdzono obecnosci
zadnych antybiotykow.

Wszystkie  powyzsze  wyniki  zostaly  potwierdzone w  badaniach
przeprowadzonych przez laboratorium w Putawach, a oznaczone warto$ci pozostatosci
byty zblizone do tych uzyskanych w Pracowni Badan Chemicznych w Poznaniu.
Potwierdza to poprawno$¢ zastosowanej procedury badawczej oznaczania substancji
przeciwbakteryjnych w nerkach, mimo ze procedura nie zostala jeszcze oficjalnie

zatwierdzona i wprowadzona do zakresu badan akredytowanych.

Uzyskane wyniki potwierdzaja zasadno$¢ wdrozenia procedury badawczej
oznaczania pozostato$ci substancji przeciwbakteryjnych w nerkach do dziatalno$ci
laboratoryjnej. Mozliwo$¢ przeprowadzenia takich badan na miejscu pozwolitaby skrocié
czas oczekiwania na wyniki, przyspieszy¢ proces decyzji urzedowych oraz ograniczy¢

przesylanie probek do laboratoriow zewnetrznych.
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9. Podsumowanie

W celu opracowania precyzyjnych i1 miarodajnych procedur badawczych
do oznaczania pozostalo$ci substancji przeciwbakteryjnych w zywnos$ci pochodzenia
zwierzecego, w roznych matrycach takich jak mig$nie, mleko, nerki, jaja i miody,
konieczna byta optymalizacja warunkéw ekstrakeji dla kazdej matrycy oraz parametrow

pracy aparatu LC-MS/MS.

W literaturze naukowej opublikowano wiele prac dotyczacych opracowania
metod wielosktadnikowych, umozliwiajacych oznaczanie réznych grup antybiotykow
oraz innych lekéw weterynaryjnych w réznych matrycach, z wykorzystaniem réznych
technik ekstrakcji oraz chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas
(LC-MS/MS) [48, 106, 149, 157,158, 167, 171]. Zainteresowanie tym tematem podkresla
konieczno$¢ wdrazania odpowiednio opracowanych 1 zwalidowanych procedur

badawczych w laboratoriach zajmujacych si¢ kontrolg bezpieczenstwa zywnosci.

W niniejszej pracy, dla kazdej z badanych matryc przeprowadzono odrgbne
doswiadczenia w celu optymalizacji warunkow ekstrakcji. W przypadku migéni, mleka
oraz nerek, zastosowano jednolite podejscie analityczne z dwoma odrgbnymi
procedurami ekstrakcyjnymi dostosowanymi do wiasciwosci fizykochemicznych
badanych zwigzkéw. Dla fluorochinolonow, sulfonamidow, B-laktaméw, makrolidow,
diaminopirymidyn, oraz pleuromutylin najlepsze wyniki uzyskano przy zastosowaniu
ekstrakcji acetonitrylem, po ktdrej nastgpowato odparowanie rozpuszczalnika w wyparce
prozniowej. Uzyskane odzyski wynosily od 96 do 102%. Natomiast dla tetracyklin,
linkozamidéw 1 aminoglikozydéw optymalne okazato si¢ zastosowanie 5% roztworu
kwasu trichlorooctowego. Uzyskane wyniki dla odzysku wynosity od 97 do 102%.
Zastosowane podejscia znajduja potwierdzenie w dostepnej literaturze naukowej [49,
184]. W publikacji [49] wykazano mozliwos¢ ekstrakcji  fluorochinolonow
z zastosowaniem 5% kwasu trichlorooctowego, jednak w przeprowadzonych badaniach

uzyskano lepsze wyniki dla odzyskow przy zastosowaniu acetonitrylu.

W przypadku parametréw zwigzanych z faza ruchoma, zastosowanie 0,025%
kwasu heptafluoromastowego (HFBA) w oznaczaniu aminoglikozydéw okazato si¢
niezbedne. Zastosowanie HFBA jako czynnika tworzacego pary jonowe znajduje

potwierdzenie w literaturze, szczeg6lnie w kontek$cie oznaczania aminoglikozydow
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w roznych matrycach biologicznych [184, 191, 210]. Dla rozdzialu antybiotykow
ekstrahowanych acetonitrylem, najlepsze rezultaty uzyskano przy zastosowaniu fazy
ruchomej skladajacej si¢ z 0,2% roztworu kwasu mrowkowego w wodzie oraz
0,2% kwasu mrowkowego w acetonitrylu. Taki uklad fazy zapewnil dobrg retencje,

symetri¢ pikow oraz rozdzielczos¢ dla wigkszo$ci oznaczanych zwigzkow.

W przypadku jaj przeprowadzono proby ekstrakcji z zastosowaniem acetonitrylu
z dodatkiem buforu oraz Na:EDTA, jak réwniez metody typu QuEChERS. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze procedura wykorzystujaca acetonitryl z dodatkiem buforu i roztworu
Na:EDTA, kompleksujacego jony metali, w polaczeniu z oczyszczaniem probek
na kolumienkach Oasis HLB, zapewniala dobre i powtarzalne odzyski dla oznaczanych
grup antybiotykow. Uzyskane odzyski wynosity od 89 do 101%. Procedura ta okazata si¢
odpowiednia w przypadku tak ztozonej matrycy, jaka sa jaja, co znajduje potwierdzenie
w literaturze. W pracy [191] opisano podobne podejsécie ekstrakcyjne z zastosowaniem
kolumienek Oasis HLB, réwniez dla oznaczania antybiotykdw w jajach i uzyskano w niej
rowniez zadowalajace wyniki. Natomiast w publikacji [190] do ekstrakcji zwigzkow z jaj
wykorzystano inne kolumienki oraz dodatek kwasu mrowkowego zamiast buforu, jednak
badano w nich oprdcz réznych grup antybiotykdéw rowniez pozostatosci innych lekow

weterynaryjnych — uzyskano zadowalajace wyniki.

Mimo ze w literaturze opisano skuteczne zastosowanie techniki typu QuUEChERS
do ekstrakcji substancji przeciwbakteryjnych z roéznych matryc [77, 194, 196],
zastosowana w doswiadczeniu w niniejszej pracy procedura nie zapewnita odpowiednich
odzyskoéw dla wigkszosci oznaczanych zwigzkéw w jajach. Biorac jednak pod uwage
istniejgce doniesienia naukowe, procedura ta moze by¢ odpowiednia pod warunkiem

dalszej optymalizacji warunkéw ekstrakcji 1 oczyszczania probek.

Optymalizujac  ekstrakcje antybiotykow z miodu, przyjeto zalozenie
o zastosowaniu dwoch odrgbnych podejs¢ ekstrakcyjnych. W ramach doswiadczen
sulfonamidy 1 diaminopirymidyny (trimetoprim) ekstrahowano przy uzyciu réznych
typow kolumn SPE (Oasis HLB oraz SCX). Fluorochinolony, makrolidy, tetracykliny,
linkozamidy (linkomycyna) i aminoglikozydy (streptomycyna) z wykorzystaniem
kolumienek Strata-X. Na podstawie przeprowadzonych badan jako optymalne podejscie
wybrano oczyszczanie na kolumienkach Strata-X dla fluorochinolondw, tetracyklin,

makrolidow, linkozamidéw i1 aminoglikozydow oraz Oasis HLB dla sulfonamidow
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i diaminopirymidyn. Uzyskane odzyski byly dobre i powtarzalne, co potwierdza
prawidlowo$¢ przyjetego podziatu procedury ekstrakcji. Srednie odzyski przy
zastosowaniu kolumn Strata-X wynosily: 93% dla fluorochinolonéw, 94% dla
tetracyklin, 90% dla makrolidow, 96% dla linkozamidow (linkomycyny) oraz 89% dla
aminoglikozydéw (streptomycyny). Dodatek HFBA okazal si¢ niezbedny przy
oznaczaniu streptomycyny z grupy aminoglikozydow, co zostato rowniez udowodnione
w dostepnych publikacjach [210]. W przypadku kolumn Oasis HLB uzyskano $redni
odzysk na poziomie 96% zaréwno dla sulfonamidow, jak i1 diaminopirymidyn
(trimetoprimu). Wybor zastosowanych kolumienek SPE znajduje potwierdzenie
w dostepnej literaturze. Zar6wno kolumienki Strata-X oraz kolumienki Oasis HLB bytly
z bardzo dobrym rezultatem wykorzystywane przez innych autorow w oznaczaniu
substancji przeciwbakteryjnych w miodzie. Kolumienki Oasis HLB [203] sprawdzity si¢
nie tylko w ekstrakcji sulfonamidéw, lecz takze przy oznaczaniu wybranych tetracyklin
oraz flumechiny. Natomiast kolumny Strata-X byly wykorzystywane w oznaczaniu
zwigzkow nalezacych do grup fluorochinolonéw, makrolidow, tetracyklin oraz

aminoglikozyddéw réwniez z bardzo dobrymi wynikami [204].

Opracowane procedury badawcze poddano walidacji zgodnie z Rozporzadzeniem
Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808 [212] oraz z uwzglednieniem wymagan normy
PN-EN ISO/IEC 17025 [181]. Walidacja obje¢ta wszystkie badane matryce (mig$nie,
mleko, nerki, jaja, miody) oraz wytypowane grupy antybiotykéw. Dla wszystkich
antybiotykow w kazdej matrycy oceniono: selektywnos¢, poprawnos¢, powtarzalnos¢,
odtwarzalnos¢, liniowo$¢, efekt matrycy, odpornos¢ metody, a takze wartosci CCa oraz

CCPB. Wyznaczono takze budzet niepewnosci.

Wszystkie uzyskane podczas walidacji parametry spetnialty wymagania zawarte
w Rozporzadzeniu Wykonawczym Komisji (UE) 2021/808 [212], co jest dowodem
na poprawnos¢  opracowanych procedur badawczych oznaczania  substancji
przeciwbakteryjnych w rdznych matrycach. Wartosci odchylenia standardowego
w warunkach powtarzalnosci oraz odtwarzalnos$ci nie przekraczaty 13% dla migsni oraz
mleka, 11% dla jaj oraz miodow oraz 10% dla nerek, co jest zgodne z dopuszczalnymi

limitami [212].
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Otrzymane wspotczynniki korelacji dla krzywych wzorcowych potwierdzaja
dobrg liniowos¢ procedur, poniewaz otrzymano wszystkie warto$ci powyzej R?>0,9899

(przyjete kryterium) [213].

Warto zwréci¢ uwage na efekt matrycy, ktory réznil si¢ w zaleznoS$ci
od oznaczanych zwigzkéw, a przede wszystkim od rodzaju badanej matrycy. Zgodnie
z wytycznymi zawartymi w Rozporzadzeniu 2021/808 [212], wspotczynnik zmienno$ci
CV dla wskaznika efektu matrycy (znormalizowanego wzgledem wzorca wewnetrznego)
musi by¢ mniejszy niz 20%. We wszystkich zwalidowanych matrycach spetniono ten
warunek. Najwyzsze wartosci CV odnotowano dla kilku antybiotykéw oznaczanych
w miodach, takich jak streptomycyna, norfloksacyna i erytromycyna — gdzie wynosity
one od 12% do 15%. Dla pozostalych zwigzkéw 1 matryc wspdtczynniki zmiennos$ci nie
przekraczaly 10%. Uzyskane wyniki potwierdzaja dobra powtarzalnos¢ i stabilnosé

sygnatu analitycznego niezaleznie od sktadnikéw matrycy.

W trakcie walidacji opracowanych procedur badawczych wyznaczono takze
parametry CCA oraz CCP zgodnie z Rozporzadzeniem Wykonawczym Komisji (UE)
2021/808 [212]. W przypadku oznaczania substancji przeciwbakteryjnych objetych
limitem oraz bez wyznaczonych limitéw, warto§¢ CCo wyznaczono zgodnie z pierwszym
podej$ciem opisanym w rozporzadzeniu, opartym na metodzie krzywej wzorcowej,
zgodnie z norma I[SO 11843-1:1997. Wybor tego podejscia pozwala na wyznaczenie CCa
W sposob spdjny z oceng liniowosci 1 precyzji. Wyznaczone w trakcie walidacji wartosci
CCa wskazuja na mozliwo$¢ wiarygodnego rozrézniania probek zgodnych

1 niezgodnych.

Warto$¢ CCP okreslano w podejsciu przesiewowym, opartym na analizie serii
probek $lepych oraz wzbogaconych, zgodnie z wymaganiami Rozporzadzenia
Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808 [212]. W przypadku substancji z wyznaczonym
MRL, poziom STC (przesiewowego stezenia docelowego) zostat wyznaczony jako 50%
MRL, zgodnie z warto$ciami okre§lonymi w Rozporzadzeniu (UE) nr 37/2010 [6].
Dla antybiotykow, dla ktorych nie okreslono MRL, jak na przyklad antybiotyki
oznaczane w miodzie, STC odpowiadato najnizszemu poziomowi kalibracyjnemu.
We wszystkich przypadkach uzyskane wartosci CCP pozwalaty na wyrazne rozroznienie
sygnatu probki slepej od probki wzbogaconej, a ich poziomy byly nizsze niz wyznaczone

STC. Wyniki te potwierdzaja wysoka czuto§¢ opracowanych procedur badawczych
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oraz ich przydatno$¢ w rutynowej kontroli zywnosci w Laboratorium Wojewodzkiego

Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu.

Warto rowniez zwrdci¢ uwage, ze w publikacji [178] przyjeto wyzsze wartosci
STC — na poziomie MRL rownym 4 pg/kg — dla niektorych antybiotykow w mleku:
amoksycylina, ampicylina, penicylina G i penicylina V. Takie podejscie moze wptynaé
na zmniejszenie liczy probek przekazywanych do badan potwierdzajacych. Podejscie
z wyznaczeniem potowy MRL zwigksza odsetek badan potwierdzajacych, ale zwigksza
takze granice bezpieczenstwa, co jest uzasadnione w przypadku antybiotykow czgsto

stosowanych u ludzi jak np. amoksycylina.

W kontekscie rutynowego zastosowania wdrozonych procedur badawczych
w badaniach urzedowych warto odnies¢ si¢ do danych opublikowanych w raporcie przez
Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) za rok 2023 wydany w lutym
2025 [224], ktére obrazuja ogélng sytuacje w Europie zwigzang z oznaczaniem

pozostatosci weterynaryjnych produktéw leczniczych w zywnosci.

Z raportu wynika, ze w roku 2023 zostato przebadanych 144 467 probek pod
katem obecno$ci substancji z grupy B1 (w tym substancji przeciwbakteryjnych), z czego

213 probek (0,15%) uznano za niezgodne [224].

Wystepowanie niezgodnych wynikéw w 2023 roku odnotowano w probkach
pochodzacych m.in. od bydta (51 przypadkow), swin (31), drobiu (9), koni (1), krolikow
(2), a takze w mleku (3), jajach (5) 1 miodach (19).

W badaniach pozostalosci substancji przeciwbakteryjnych prowadzonych
w Laboratorium Wojewodzkiego Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu z wykorzystaniem
wdrozonych procedur badawczych, w roku 2023 stwierdzono tacznie 6 wynikow
niezgodnych: 3 dla migsni bydfa, 1 dla migsni kurczat, 1 dla mleka oraz 1 dla migsni
konia. Na przestrzeni rozpatrywanych lat wykryto ponadto niezgodno$ci w 7 probkach
migéni bydta, 4 probkach miegsni kurczat, 4 probkach jaj, 3 probkach migsni §win,
3 probkach mleka, 1 probce migsni krolika, 1 probce migsni konia oraz 1 probce miodu
zawierajacej az 3 rézne sulfonamidy. Lacznie, podobnie jak w danych EFSA, najwigce;j
przypadkéw dotyczyto migéni bydta. Zbieznos¢ rodzaju i tego jak ksztaltujg si¢ liczby
niezgodnych wynikdéw z danymi publikowanymi przez EFSA potwierdza, ze wdrozone

procedury badawcze sg odpowiednie 1 skuteczne w wykrywaniu grozen zwigzanych
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z obecnoscig pozostatosciami substancji przeciwbakteryjnych w zywnosci pochodzenia

Zwierzecego.

W odniesieniu do migéni bydta, w raportach EFSA za 2023 rok najcze¢sciej
wykrywano amoksycyling (3 przypadki, w tym 1 wykryty procedurg wdrozong
w Laboratorium w Poznaniu), penicyling G (4 przypadki, z czego 1 dotyczyl Polski),
dihydrostreptomycyn¢ (6 przypadkéw — 2 z Polski), sume¢ enrofloksacyny
1 ciprofloksacyny (3 przypadki — 2 wykryte w Polsce przy uzyciu procedury wdrozone;j
w Laboratorium w Poznaniu), tymikozyne (3 przypadki, w tym 1 z Polski) oraz

tulatromycyne (5 przypadkéw — 2 z Polski).

W przypadku miodow, w 2023 roku odnotowano tacznie 19 prébek niezgodnych
w Unii Europejskiej, z czego az 16 dotyczylo Polski — 84% wszystkich przypadkow.
Wsrod wykrytych zwigzkéw znalazty sie: dihydrostreptomycyna (1 przypadek),
sulfacetamid (4 przypadki — wszystkie z Polski), sulfachloropirazyna (3 — wszystkie
z Polski), sulfametazyna (4 — wszystkie z Polski), sulfamonometoksyna (2), sulfatiazol
(4 — wszystkie z Polski) oraz suma tetracykliny i 4-epitetracykliny (1 przypadek — réwniez
z Polski). W 2023 roku w probkach miodu badanych w Laboratorium Wojewddzkiego
Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu nie stwierdzono wynikow niezgodnych, niezgodne
wyniki dla miodow wykryto w roku 2022 gdzie oznaczono sulfacetamid, sulfametazyng
oraz sulfatiazol, same substancje, ktore pojawity si¢ w raportach EFSA w roku 2023.
Podkresla to skuteczno$¢ zastosowanej procedury w oznaczaniu pozostatosci substancji

przeciwbakteryjnych w Zywnosci.

W raporcie EFSA za 2023 rok ujeto rowniez probke miegsni konia, w ktorej
wykryto tulatromycyne, probke mleka zawierajacg sume tetracykliny i1 4-epitetracykliny,
a takze probki miesni kurczat z przekroczeniem MRL dla amoksycyliny. Wszystkie
te niezgodne wyniki zostaly wykazane przez Laboratorium Wojewddzkiego Inspektoratu
Weterynarii w Poznaniu. Stanowi to bezposrednie potwierdzenie skutecznosci
wdrozonych procedur badawczych w identyfikowaniu rzeczywistych niezgodnosci oraz
ich znaczenia nie tylko w krajowym, lecz takze w europejskim systemie nadzoru nad

bezpieczenstwem zywnosci pochodzenia zwierzgcego.

Wykonane przeze mnie badania pozwolity na realizacj¢ zamierzonych celow
pracy. W oparciu o wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej pt. ,,Opracowanie

nowych procedur badawczych oznaczania pozostalosci lekéw w produktach
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zywnosciowych wraz z ich walidacja 1 wdrozeniem w Laboratorium Wojewddzkiego

Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu”, zrealizowanej w ramach programu ,,Doktorat

wdrozeniowy”’, sformutowano nastg¢pujace wnioski:

1.

Opracowano procedure badawcza oznaczania pozostatosci substancji
przeciwbakteryjnych w mig$niach, mleku oraz nerkach (PBC-101.00.00),
z zastosowaniem dwoch podej$¢ ekstrakcyjnych: z uzyciem acetonitrylu dla
fluorochinolonoéw, sulfonamidow, p-laktamow, makrolidow, pleuromutylin
i diaminopirymidyn, oraz z uzyciem kwasu trichlorooctowego dla tetracyklin,
aminoglikozydéw i linkozamidoéw. Opracowana procedura zapewnia wysokie
odzyski analitow i moze by¢ z powodzeniem stosowana w rutynowych
badaniach kontrolnych w laboratorium.

Opracowano procedure badawcza oznaczania pozostatosci substancji
przeciwbakteryjnych w jajach (PBC-106.00.00). Zastosowano jedno podejscie
ekstrakcyjne, wspdlne dla wszystkich oznaczanych grup zwigzkow:
fluorochinolonéw, sulfonamidow, B-laktaméw, makrolidow, pleuromutylin
1 linkozamidow. Opracowana procedura zapewnita wysoki odzysk analitow,
co umozliwia jej zastosowanie w rutynowych badaniach kontrolnych jaj.
Opracowano procedur¢ badawcza oznaczania pozostatosci substancji
przeciwbakteryjnych w miodach (PBC-25.00.00), oparta na dwoch podej$ciach
ekstrakcyjnych z zastosowaniem techniki SPE. Dla fluorochinolonow,
makrolidow, aminoglikozydow, tetracyklin 1 linkozamidéw zastosowano
kolumienki Strata-X, natomiast dla sulfonamidow i trimetoprimu zastosowano
kolumienki Oasis HLB. Opracowana procedura zapewnita wysokie odzyski
oznaczanych antybiotykow i moze by¢ stosowana w rutynowej kontroli jakosci
miodow.

Przeprowadzono optymalizacj¢ warunkow analizy LC-MS/MS, obejmujaca
dobranie parametrow chromatograficznych oraz warunkoéw jonizacji 1 detekcji,
ktora pozwolita na uzyskanie dobrego rozdzielenia analitow oraz wysokiej
czuto$ci oznaczen. Dla wszystkich oznaczanych antybiotykéw, w kazdej
z analizowanych matryc, potwierdzono liniowos¢ metod. Poprawno$¢
opracowanych warunkow analitycznych oraz ich przydatno$¢ do oznaczania
szerokiego zakresu antybiotykdw w réznych matrycach zywnos$ciowych

potwierdzajg przedstawione w pracy chromatogramy oraz krzywe wzorcowe.
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5. W Laboratorium Wojewodzkiego Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu
przeprowadzono pelng  walidacje  procedur oznaczania  substancji
przeciwbakteryjnych we  wszystkich badanych matrycach, zgodnie
z wymaganiami Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808 oraz
normy PN-EN ISO/IEC 17025. Wyznaczono wszystkie wymagane parametry
walidacyjne, w tym wartos$ci CCP i CCa, zgodnie z obowigzujacymi przepisami
dla wszystkich oznaczanych antybiotykéw. Otrzymane wyniki spetniajg kryteria
okreslone w Rozporzadzeniu, co potwierdza przydatno$¢ opracowanych
procedur.

6. Opracowane i zwalidowane procedury zostaty wdrozone do rutynowych badan
kontrolnych. Od 2020 roku s3a stosowane w ramach krajowego planu
monitoringu pozostalo$ci lekéw weterynaryjnych. Dzigki ich zastosowaniu
wykryto juz szereg niezgodnych wynikow dla kazdej ze zwalidowanych matryc.
Uzyskiwane wyniki badan rutynowych, badan biegtosci oraz przeprowadzane
audyty potwierdzaja poprawno$¢ opracowanych i1 wdrozonych procedur
w Laboratorium Wojewddzkiego Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu.

7. Opracowane procedury zostaly objete akredytacja PCA, ktora jest warunkiem
koniecznym do wyznaczenia laboratorium do wykonywania badan urzgdowych

w ramach krajowego monitoringu pozostatosci.
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10. Streszczenie

Praca doktorska dotyczy oznaczania pozostato$ci substancji przeciwbakteryjnych
w produktach zywnos$ciowych pochodzenia zwierzecego. Antybiotyki sa powszechnie
stosowane w leczeniu chorob u zwierzat, ich niewtasciwe stosowanie moze prowadzi¢
do obecnosci pozostatosci w zywnosci, stanowi to zagrozenie dla zdrowia konsumentow
1 moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju odpornosci bakterii. Dlatego pozostatosci lekow
weterynaryjnych w zywnosci, sa kontrolowane w ramach krajowych oraz unijnych

programoéw monitorowania bezpieczenstwa zywnosci pochodzenia zwierzgcego.

W ramach badan opracowano procedury badawcze oznaczania antybiotykow
wymaganych w kontroli, nalezacych do ro6znych grup chemicznych. Procedury
oznaczania pozostato$ci substancji przeciwbakteryjnych opracowano dla migéni, mleka,
nerek, jaj 1 miodow, z zastosowaniem techniki chromatografii cieczowej sprzg¢zonej
z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS). Przygotowano trzy odrebne procedury
badawcze: jedng wspodlng dla migsni, mleka i nerek, druga dla jaj a trzecig dla miodow.
Opracowane procedury obejmowaly nie tylko optymalizacj¢ procesu ekstrakcji
antybiotykow, ale roéwniez optymalizacje warunkow instrumentalnych. Celem bylo
uzyskanie miarodajnej, czutej 1 selektywnej procedury oznaczania pozostatosci substancji

przeciwbakteryjnych w r6znych produktach spozywczych pochodzenia zwierzecego.

Opracowane procedury zostaly poddane walidacji zgodnie z wymaganiami
Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2021/808. Okreslono wszystkie
wymagane parametry: CCB, CCo, powtarzalnos¢, odtwarzalno$¢, poprawnos¢,
selektywnos$¢, liniowos$¢, efekt matrycy oraz odporno$¢ metody. Wyznaczono rowniez

budzet niepewnos$ci pomiaru zgodnie z wymaganiami normy PN-EN ISO/IEC 17025.

Zwalidowane procedury zostaty wdrozone do badan rutynowych w Laboratorium
Wojewodzkiego Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu oraz objete systemem akredytacji
przez Polskie Centrum Akredytacji. Procedury zostaty potwierdzone z dobrym wynikiem
poprzez udziat w badaniach bieglosci, audytach wewngtrznych oraz kontrolach

przeprowadzanych przez jednostki unijne 1 PCA.

Wdrozone procedury sa obecnie wykorzystywane w badaniach rutynowych
prowadzonych w ramach urzedowej kontroli zywno$ci w Laboratorium Wojewodzkiego

Inspektoratu Weterynarii w Poznaniu.
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11. Summary

This doctoral dissertation focuses on the determination of residues of antibacterial
substances in food products of animal origin. Antibiotics are commonly used in the
treatment of animal diseases, however, their improper use may result in the presence
of residues in food, posing a risk to consumer health and contributing to the development
of bacterial resistance. Therefore, residues of veterinary medicinal products in food are

monitored as part of national and European Union food safety control programs.

As part of this study, analytical procedures were developed for the determination
of antibiotics required for official control, belonging to various chemical groups. The
procedures were designed for muscles, milk, kidneys, eggs, and honey, using liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Three separate
analytical procedures were established: one common procedure for muscles, milk,
and kidneys; a second for eggs; and a third for honey. The developed procedures included
not only optimization of the antibiotic extraction process but also optimization
of instrumental conditions. The aim was to obtain a reliable, sensitive, and selective
procedure for the determination of antibacterial residues in different food products

of animal origin.

The developed methods were validated in accordance with the requirements
of Commission Implementing Regulation (EU) 2021/808. All required validation
parameters were determined, including CCP, CCa, repeatability, reproducibility,
accuracy, selectivity, linearity, matrix effect, and method robustness. Additionally,
the measurement uncertainty budget was established in accordance with the requirements

of the PN-EN ISO/IEC 17025 standard.

The validated procedures were implemented for routine testing at the Laboratory
of the Provincial Veterinary Inspectorate in Poznan and included in the accreditation
system by the Polish Centre for Accreditation. These procedures were confirmed through
participation in proficiency tests, internal audits, and inspections carried out by EU bodies

and the PCA.

The implemented procedures are currently used in routine testing as part of official

food control at the Laboratory of the Provincial Veterinary Inspectorate in Poznan.
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Aneks

Tabela A 1. Wyniki 7 Doswiadczenia 1

Zwiazek

Marbofloksacyna

Norfloksacyna

Ciprofloksacyna

Danofloksacyna

Enrofloksacyna

Sarafloksacyna

Difloksacyna

Kwas oksolinowy

Kwas nalidyksowy

Flumechina

Sulfaguanidyna

Sulfadiazyna

Matryca

migs$nie

migsnie

mig$nie

mig$nie

migsnie

migsnie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

Sulfametoksypirydazyna migénie

Poziom
stezenia

(ng/ke)

75
150
225
50
100
150
50
100
150
50
100
150
50
100

150

30
45
150
300
450
50
100
150
50
100
150
100
200

300

50
100
150

50
100
150

50

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

96,1
132
46,3
98,9

145

14,5
30,1
46,5
147
298

432

94,5
190

293

50,2
96,5
149
50,8
94,1
141

45,1

Stezenie (png/kg)

Fluorochinolony
71,1 70,8
138 139
246 214
48,5 48,1
93,4 102
149 143
52,2 47,2
97,3 93,3
139 134
52,1 48,5
95,2 95,5
155 138
49,8 47,5
93,3 85,0
140 141
15,0 13,8
29,5 33,7
41,3 445
148 153
272 301
395 434
51,1 51,0
103,0 96,9
159 151
50,2 47,1
89,9 105
147 153
92,4 90,5
198 200
308 285

Sulfonamidy
42,6 48,9
95,1 96,0
150 148
52,5 48,5
101 97,7
151 149
459 52,1

249

73,0
143

211

101
191

292

215
43,9
95,0

155

26,5
43,1

162

138
98,1
195

282

49,0
96,5
146
443
96,8
140

47,2

Sredni
odzysk
(%)

96,8

Sredni odzysk
dla zwiazku

(%)

96,7

97,3

96,1

96,1

Srednia
odzysku dla
grupy (%)

96,4

96,6



Sulfametazyna

Sulfatiazol

Sulfamonometoksyna

Sulfadoksyna

Sulfachinoksalina

Sulfadimetoksyna

Sulfametoksazol

Sulfamerazyna

Amoksycylina

Ampicylina

Penicylina G

Penicylina V

Oksacylina

Kloksacylina

migsnie

migsnie

migs$nie

mig$nie

mig$nie

migsnie

migsnie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

100
150
50
100
150
50
100
150
50
100
150
50
100
150
50
100
150
50
100
150
50
100
150
50
100

150

25
50
75
25
50
75
25
50
75
12,5
25
37,5
150
300
450
150
300

450

101
147
48,7
95,6

149

147
52,9
94,3

142

96,9
144
48,1
95,3
152
56,8
98,2

146

377
148
275

355

49,6
100

143

426

158

453

96,5 95,1
140 136
49,0 45,8
99,2 94,6
140 139
48,1 43,0
101 94,6
145 140
47,0 51,1
97,5 103
148 147
54,0 51,6
97.8 99,5
140 139
50,6 45,2
87,0 92,4
141 135
48,3 50,2
108 90,9
137 150
49,6 48,0
90,9 92,9
132 146
54,3 473
101 89,4
140 138
B-laktamy
25,3 21,0
452 432
78,4 72,4
17,5 23,7
53,2 445
68,4 66,8
23,8 23,6
45,6 46,4
68,0 75,0
13,1 10,3
234 23,5
36,0 31,6
114 153
223 268
436 433
121 129
266 233
389 390

250

92,3
133
50,5
97,2
135
49,0
99,6
141
46,7
99,0

144

148
47,2
101

138

232

257
416
140
263

380

373

130

269

421

95,8
94,5
96,2
96,8
94,9
935
97,5
96,3
98,7
98,3
974
103
97,1
91,3
94,1
90,7

96,5

95,0
93,9
105
94,7

96,4

95,7

97,1

95,8

90,8

90,3



Nafcylina

Dikloksacylina

Cefapiryna

Ceftiofur

Cefkwinom

Cefalonium

Cefazolina

Cefaleksyna

Cefoperazon

Tylozyna

Erytromycyna

Spiramycyna

Tylmikozyna

Jozamycyna

Tulatromycyna

migs$nie

migs$nie

migsnie

migsnie

migsnie

migsnie

mig$nie

mig$nie

migsnie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

migsnie

150

300

450

150

300

450

25

50

75

500

1000

1500

25

50

75

20

30

25

50

75

100

200

300

25

50

75

50

100

150

100

200

300

100

200

300

25

50

75

100

200

300

25

50

151

221

357

158

271

459

1404

115
255
322
134

310

952
1510

20,0

19,8
448
64,1
90,3
152
251
214
484

54,9

442
103
140
85,8
191

317

253
20,5

39,8

145 125
332 290
365 372
126 128
303 290
380 442
23,9 249
41,2 42,8
68,9 70,9
460 467
902 833
1420 1520
20,5 20,3
423 424
74,2 58,6
10,0 8,67
19,0 16,2
24,6 25,9
20,6 25,2
443 48,9
67,4 65,8
82,3 98,3
200 187
257 258
23,5 22,5
39,2 41,9
65,1 70,8
Makrolidy
43,8 43,7
93,7 104
145 144
92,6 89,7
193 184
251 291
88,6 102
190 214
293 283
26,4 24,1
44,6 52,3
75,3 64,3
96 100
194 191
302 297
20,6 26,3
46,9 45,5

139
289
455
153

322

1200

143
93,4
199

276

112
303
380
173

244

251
29,0
46,4

66,8

49,1
95,2
151
94,1
213
300
109
187

309

289
23,0

39,6

88,2

91,3

90,4

96,9



Trimetoprim

Tiamulina

migs$nie

migsnie

75

25

75

25

75

69,0 65,6 70,1

Diaminopirymidyny
20,5 19,0 24,1
47,2 50,5 45,7
72,9 74,2 73,6

Pleuromutyliny
19,9 23,0 25,2
48,9 45,6 50,0
74,6 75,7 66,8
Tetracykliny

43,2

65,9

92,7

91,2
93,8

98,6

95,1
92,4

93,5

Niski odzysk (<50%) — metoda nieodpowiednia dla tej grupy zwiazkow

Linkomycyna

Niski odzysk (<50%) — metoda nicodpowiednia dla tej grupy zwigzkow

Aminoglikozydy

94,5

Zwiazki nie zostaty wyekstrahowane — metoda nie pozwala na oznaczenie tej grupy zwiazkow

Tabela A 2. Wyniki 7 Doswiadczenia 2

Zwiazek

Marbofloksacyna

Norfloksacyna

Ciprofloksacyna

Danofloksacyna

Enrofloksacyna

Sarafloksacyna

Difloksacyna

Kwas oksolinowy

Kwas nalidyksowy

Matryca

migsnie

mig$nie

mig$nie

migsnie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

migsnie

mig$nie

Poziom
stgzenia

(ng/kg)

75

150

50
100
150

50
100
150

50
100
150

50
100

150

30
45
150

300

50
100
150

50

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

227
50,5
102
145
50,9

101

153
50,6
104
146
16,0
29,1
448
159
291
439
48,6
97,7

149

70,9
147

226

442
50,2

103

Stezenie (ng/kg)

Fluorochinolony
77,5 81,5
147 145
222 221
48,3 49,0
95,7 98,1
148 147
53,1 478
102 102
151 149
53,5 54,4
99,0 95,4
147 151
52,6 51,7
103 92,3
153 150
15,7 14,2
29,9 30,8
43,4 43,1
158 158
290 315
458 449
46,2 52,2
102 103
151 148
52,0 51,3

231
48,3
98,1
151
52,5

104

145
303
447
53,6
96,2

146

Sredni
odzysk
(%)

105
98,6
100
97,4
97,9
98,4
103
101
99,6
105
98,2
99,9
104
98,7
99,8
100
98,9
96,8
103
102
99,8
99,9
99,8
99,0

102

Sredni odzysk
dla zwiazku

(%)

101

101

101

101

98,6

101

100

94,5

Srednia
odzysku dla
grupy (%)

100



Flumechina

Sulfaguanidyna

Sulfadiazyna

Sulfametoksypirydazyna

Sulfametazyna

Sulfatiazol

Sulfamonometoksyna

Sulfadoksyna

Sulfachinoksalina

Sulfadimetoksyna

Sulfametoksazol

Sulfamerazyna

Amoksycylina

Ampicylina

migsnie

migs$nie

migs$nie

mig$nie

mig$nie

migsnie

migsnie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

migsnie

100

150

100

200

300

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

25

50

75

25

50

150
534

101

150
54,1
101

151

96,2
146
99,5
195

300

52,1
100,6
152
54,1
97,5

145

148
50,2
103

149

50,7
104

145

148
51,1
99,2

147

24,5

50,3

97,9 103
144 153
106 112
201 205
294 304
Sulfonamidy
52,3 49,9
95,6 97,2
150 152
51,7 52,0
103 99,1
145 147
56,8 54,9
103 104
146 148
53,1 52,8
99,3 101
144 150
50,9 53,3
101 103
150 150
54,3 52,7
99,3 102
145 146
53,2 56,2
103 100
146 151
49,6 48,5
95,0 102
155 151
53,4 50,7
103 99,9
145 151
53,8 43,8
101 103
147 145
54,5 54,9
101 98,4
148 147
B-laktamy
23,1 22,6
49,4 50,4
72,9 76,4
23,5 25,6
48,5 43,7

102
145
107

198

145
53,6

101

148
50,4
103

149

154
50,2
105

149

150
54,7
104

147

100
150
104
204

302

149
48,9
96,3

147
50,8

103

148
489
101

153

48,9
98,5
148
48,1
94,7

146

148

233

46,0

100
98,5
105

101

100
98,6

104

101
99,3
106

102

102

100

102

101

101

101

102

101

101

102

98,1

99,7

101



Penicylina G

Penicylina V

Oksacylina

Kloksacylina

Nafcylina

Dikloksacylina

Cefapiryna

Ceftiofur

Cefkwinom

Cefalonium

Cefazolina

Cefaleksyna

Cefoperazon

Tylozyna

Erytromycyna

migsnie

migsnie

migsnie

migsnie

migsnie

mig$nie

mig$nie

migsnie

migsnie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

mig$nie

migsnie

migsnie

75
25
50
75
12,5
25
37,5
150
300
450
150
300
450
150
300
450
150

300

25
50
75
500
1000
1500
25
50

75

20
30
25
50
75

100

300
25
50

75

50
100
150

100

445
141
286
454
162
293
438
149

301

540
1010

1490

194

298

151

89,4

444

151

290

436

153

441

154

293

1000

1520

77,9 76,8
27,8 25,1
51,9 52,7
71,9 73,3
13,5 12,9
24,1 24,8
37,3 37,8
168 153
300 308
445 445
141 153
287 307
449 459
147 142
294 310
439 449
158 159
290 293
441 456
24,7 26,0
50,8 51,1
73,1 73,5
532 497
990 1060
1520 1510
22,8 25,5
50,0 49,7
74,2 73,2
10,6 10,6
19,2 20,1
29,9 30,6
25,2 24,7
50,3 49,9
74,3 74,3
91,4 93,0
197 201
304 304
23,6 27,0
51,1 48,7
74,1 74,7
Makrolidy
51,5 494
101 101
150 151
94,8 88,7

254

306
451
150
301
446
150
303
447
149

291

1050

1500

203
298

25,4

145

91,2

465
153
306
459

140

452
154

309

484
1040

1510

92,4

101
103
102
99,0
105
100
99,4
106
98,9
99,8
98,8
98,7
100
99,4
99,3
98,8
103
98,8
99,5
98,3
98,1
98,2
103
102
100
98,2
100
100
99,6
98,2
100

101

102
99,1

98,6

102
101
99

92,9

101

102

102

100

102

99,4

99,8

101

96,5



Spiramycyna

Tylmikozyna

Jozamycyna

Tulatromycyna

Trimetoprim

Tiamulina

migsnie

migs$nie

migs$nie

mig$nie

mig$nie

migsnie

200

300

100

200

300

25

50

75

100

200

300

25

50

75

25

50

75

25

50

75

198

305

101

189
298
103

198

306

23,2
49,9

76,3

188 193
306 309
111 104
208 200
297 292
26,4 25,1
51,8 52,4
74,2 74,7
96,6 102
203 195
298 296
23,5 25,1
43,5 50,2
744 124
Diaminopirymidyny
24,7 23,0
47,5 47,8
74,2 73,6
Pleuromutyliny
26,8 24,8
46,4 50,5
75,2 75,8
Tetracykliny

194

292

109

203

303

191
300
96
193
303

26,8

26,3
48,3

78,5

102
98,9
102
100

100

Niski odzysk (<50%) — metoda nieodpowiednia dla tej grupy zwigzkow

Linkomycyna

Niski odzysk (<50%) — metoda nieodpowiednia dla tej grupy zwigzkow

Aminoglikozydy

101

101

101

96,1

97,2

99,8

Zwiazki nie zostaly wyekstrahowane — metoda nie pozwala na oznaczenie tej grupy zwiazkow

Tabela A 3. Wyniki 7 Doswiadczenia 3

Zwiazek

Oksytetracyklina

4-epioksytetracyklina

Tetracyklina

4-epitetracyklina

Matryca

migsnie

mig$nie

migénie

mig$nie

Poziom
stezenia
(ng/kg)

50
100
150

50
100
150

50
100
150

50
100

150

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

52,8
932

147

Stezenie (ng/kg)

Tetracykliny
49,8 51,8
100 94,8
148 151
49,5 47,5
104 98,0
146 152
50,6 51,6
96,4 96,9
154 152
46,9 48,2
95,2 95,2
149 142

255

Sredni
odzysk
(%)

99,4

100
99,4
101

96,8

Sredni odzysk
dla zwigzku
(%)

99,3

100,3

97,9

97,2

Srednia
odzysku dla
grupy (%)

99,0



50 53,5 50,5 48,0 51,0 52,4 47,9 101

Chlorotetracyklina | migsnie 100 101 98,3 95,7 101 96,1 95,3 98,0
150 145 144 152 156 147 151 99,4
50 50,5 49,0 51,1 48,2 53,1 50,7 101
4-epichlorotetracyklina mig$nie 100 103 102 98,2 97,7 98,3 94,0 98,8
150 154 149 149 148 147 150 99,7
50 45,6 49,7 46,5 52,5 47,9 45,5 95,9
Doksycyklina mig$nie 100 92,3 98,5 98,2 92,6 103 101 97,6
150 145 147 152 145 153 153 99.4
Linkozamidy

50 45,3 51,7 49,9 53,7 50,6 50,6 101
Linkomycyna mig$nie 100 99,0 92,1 98,1 95,7 95.4 101 96,9
150 146 146 150 148 151 142 98,2

Aminoglikozydy
150 128 144 162 150 150 152 98,5
Spektynomycyna | migénie 300 316 293 300 298 311 301 101
450 473 459 444 438 460 446 101
250 263 271 224 268 244 269 103
Streptomycyna mig$nie 500 479 505 514 506 518 505 101
750 768 749 785 766 788 733 102
250 220 240 257 242 230 244 95,6
Dihydrostreptomycyna mig$nie 500 468 473 508 498 494 488 97,6
750 726 749 750 757 750 734 99,3
50 452 48,3 47,1 51,5 43,8 53,6 96,5
Kanamycyna A mig$nie 100 89,3 94,8 102 91,5 93,8 101 95,5
150 145 149 142 150 152 147 98,4
250 207 242 245 265 250 269 98,6
Paromomycna mig$nie 500 477 466 522 486 480 497 97,6
750 771 746 726 742 748 713 98,9
250 233 245 254 263 245 245 99,0
Neomycyna mig$nie 500 464 463 474 497 509 510 97,2
750 730 749 715 747 771 760 99,4
25 242 27,9 24,7 23,6 249 28,7 103
Gentamycyna migsnie 50 51,8 49,7 458 49,3 49,2 48,7 98,2
75 73,6 74,7 74,7 73,1 72,6 76,8 99,0

Fluorochinolony

Nizszy odzysk niz w Do$wiadczeniu 1 i 2 — $redni odzysk okoto 60 %
Sulfonamidy

Nizszy odzysk niz w Do$wiadczeniu 1 i 2 — $redni odzysk okoto 70 %
B-laktamy
Niski odzysk (<50%) — metoda nicodpowiednia dla tej grupy zwigzkow
Makrolidy
Niski odzysk (<50%) — metoda nieodpowiednia dla tej grupy zwigzkow
Diaminopirymidyny

Nizszy odzysk niz w Doswiadczeniu 1 i 2 — $redni odzysk okoto 70 %

256

99,5

100

102

97,5

98,4



Pleuromutyliny

Niski odzysk (<50%) — metoda nieodpowiednia dla tej grupy zwiazkow

Tabela A 4. Wyniki 7 Doswiadczenia 4

Zwiazek

Oksytetracyklina

4-epioksytetracyklina

Tetracyklina

4-epitetracyklina

Chlorotetracyklina

4-epichlorotetracyklina

Doksycyklina

Linkomycyna

Spektynomycyna

Streptomycyna

Dihydrostreptomycyna

Kanamycyna A

Matryca

migsnie

mig$nie

mig$nie

migsnie

migsnie

mig$nie

mig$nie

migsnie

migénie

migsnie

migsnie

mig$nie

Poziom
stezenia

(ng/kg)

50
100
150

50
100
150

50
100
150

50
100
150

50
100
150

50
100
150

50
100

150

50
100

150

150
300

450

500

750

500
750
50

100

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

122

244

365

400

601

198

497

695

130

249

212

416

621

207

410

618

Stezenie (nug/kg)

Tetracykliny
44,8 42,5
87,5 90,2
134 141
39,9 40,2
91,2 87,9
142 136
443 432
83,2 81,4
129 126
42,7 41,6
82,1 79,3
127 123
45,7 43,9
93,9 88,4
135 139
43,7 46,8
91,9 92,8
133 129
41,6 442
79,2 80,5
137 132
Linkozamidy
39,9 45,8
80,8 80,9
132 139
Aminoglikozydy
128 123
257 253
381 369
218 212
426 415
635 622
215 210
418 456
626 610
442 41,9
85,6 92,3

375

208

409

611

202

403

604

129

248

360

202

603

200

399

697

Sredni
odzysk
(%)

80,8

Sredni odzysk
dla zwigzku

(%)

83,7

90,3

84,6

Srednia
odzysku dla
grupy (%)



Paromomycna

Neomycyna

Gentamycyna

migs$nie

migsnie

migsnie

150

250

500

750

250

500

750

25

75

143

242

460

700

147

214

458

725

222

432

666

138 145
220 234
475 462
736 715
240 233
482 429
682 696
22,6 21,5
45,9 42,2
66,5 63,1
Fluorochinolony

122

226

698

228

433

704

149

232

689
224
459
704
19,9
40,8

60,8

Nizszy odzysk niz w Doswiadczeniu 1 i 2 — $redni odzysk okoto 70 %
Sulfonamidy

Nizszy odzysk niz w Doswiadczeniu 1 i 2 — $redni odzysk okoto 70 %
B-laktamy

Niski odzysk (<50%) — metoda nicodpowiednia dla tej grupy zwigzkow
Makrolidy

Niski odzysk (<50%) — metoda nicodpowiednia dla tej grupy zwigzkow

Diaminopirymidyny
Nizszy odzysk niz w Do§wiadczeniu 1 i 2 — $redni odzysk okoto 70 %
Pleuromutyliny

Niski odzysk (<50%) — metoda nieodpowiednia dla tej grupy zwigzkow

Tabela A 5. Wyniki analizy mleka krowiego (ekstrakcja MeCN oraz TCA)

Zwiazek

Marbofloksacyna

Norfloksacyna

Ciprofloksacyna

Danofloksacyna

Enrofloksacyna

Sarafloksacyna

Matryca

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

Poziom Stezenie (ug/kg) Sredni

stezenia odzysk
(ug/ke) Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6 )

Fluorochinolony

37,5 36,9 35,0 38,0 38,9 37,8 36,8 99,3
75 74,1 73,1 74,6 75,3 73,7 73,8 98,8
112,5 111 107 110 112 113 106 97,5
50 46,8 48,6 49,6 52,1 473 472 97,2
100 96,2 96,5 102 92,6 98,1 101 97,7
150 143 151 144 154 145 148 98,3
50 51,4 53,5 49,1 52,1 48,2 46,4 100
100 103 104 97,2 93,1 95,0 101 98,8
150 142 154 147 150 156 152 100
15 14,3 14,8 14,2 14,6 14,8 15,3 97,7
30 29,0 30,1 28,9 29,7 30,3 28,8 98,2
45 46,9 40,0 44,0 454 454 42,5 97,9
50 48,7 46,4 47,6 47,1 52,1 47,7 96,5
100 108 98,3 105 99,6 95,9 106 102
150 144 155 150 153 147 153 100
50 49,0 50,8 51,0 49,9 49,9 51,2 101
100 99,5 100 98,4 95,6 101 98,3 98,9

84,7

Sredni odzysk
dla zwigzku
(%)

98,5

97,7

99,7

97,9

99,7

99,8

Srednia
odzysku dla
grupy (%)

99,1



Difloksacyna

Kwas oksolinowy

Kwas nalidyksowy

Flumechina

Sulfaguanidyna

Sulfadiazyna

Sulfametoksypirydazyna

Sulfametazyna

Sulfatiazol

Sulfamonometoksyna

Sulfadoksyna

Sulfachinoksalina

Sulfadimetoksyna

Sulfametoksazol

Sulfamerazyna

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

150

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

24,9

49,2
97,0

143

150 147
25,9 24,9
52,7 52,0
71,8 75,3
25,9 25,1
45,8 49,3
72,1 75,4
24,7 25,6
47,4 48,6
75,0 74,0
25,9 25,9
48,6 49,6
74,9 73,7

Sulfonamidy
49,0 50,0
94,3 94,3

143 151
52,5 53,7

102 101

145 147
48,4 49,7
97,8 100

147 146
51,8 50,8
94,1 98,9

149 148
48,0 48,4

103 101

149 147
48,3 48,9
98,5 102

150 145
50,2 51,1
96,6 98,8

149 146
49,8 48,4
98,1 100

150 147
50,0 52,4
97,1 97,2

147 144
51,2 51,2
98,4 102

152 150
50,0 49,1

259

145
45,7
101

150

150

51,3

144

100
99,5

102

99,2

98,2
96,8
97,2
99,6
97,3
98,2
98,1
97,6
98,4
101

101

98,7
98,0
101

98,2
97,0
99,3
98,0
100
98,6
97,8
97,9
99,3
98,0
98,6
98,2
98,7
101

98,5
100

97,9

100,5

98,8

97,4

98,0

100

98,4

100

97,9



Amoksycylina

Ampicylina

Penicylina G

Penicylina V

Oksacylina

Kloksacylina

Nafcylina

Dikloksacylina

Cefapiryna

Ceftiofur

Cefkwinom

Cefalonium

Cefazolina

Cefaleksyna

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

100

150

30

45

30

45

30

45

30

45

30

60

90

50

100

150

20

30

20

30

25

50

75

50

100

150

96,7

148

297
428
14,9
299
45,1
145
30,3
443
14,1
27,9
422
27,9
56,6
89,4
44,8
101

149

97,5

146

94,6
150
9,59
18,9

28,4

149

103 102
146 148
B-laktamy
1,88 1,86
3,90 3,80
5,91 5,90
1,88 1,96
3,88 3,96
5,87 5,92
1,84 1,83
3,53 3,61
5,77 5,91
1,89 1,97
3,93 4,00
6,02 6,01
14,1 14,9
29,5 30,8
42,9 43,4
15,3 15,4
27,4 27,4
43,6 45,8
15,0 15,1
29,1 29,0
445 43,0
14,5 14,1
27,1 27,8
43,9 44,8
29,5 31,1
60,2 57,0
89,3 87,8
51,7 46,2
90,8 96,5
148 151
9,76 9,36
19,2 19,0
28,3 27,3
9,67 9,93
19,0 18,9
28,5 28,8
24,5 23,2
48,9 48,7
72,7 72,5
52,0 46,7
97,9 94,0
143 147

260

148

94,3

147

147

95,8

98,4

93,8

98,2

97,1

98,5

98,4

95,2

99,1

97,7

94,9

95,9

97,8

95,8



Cefoperazon

Tylozyna

Erytromycyna

Spiramycyna

Tylmikozyna

Jozamycyna

Oksytetracyklina

4-epioksytetracyklina

Tetracyklina

4-epitetracyklina

Chlorotetracyklina

4-epichlorotetracyklina

Doksycyklina

Linkomycyna

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

25

50

75

25

50

75

20

40

60

100

200

300

25

50

75

25

50

75

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

75

150

144
478
100

151

77,2
143

210

24,8
484

72,5

297
24,0
47,8

74,9

75,0
154

222

24,6 254
48,1 48,6
72,9 715
Makrolidy

23,1 24,1
473 48,0
72,4 73,1
18,9 18,8
39,2 37,3
59,1 57,6
96,7 101
202 196
284 299
24,1 242
47,1 47,9
744 711
24,6 23,9
49,1 50,2
75,0 70,2

Tetracykliny
51,7 51,0
95,4 98,4
152 150
46,3 50,4
99,4 97,0
140 139
49,8 50,1
101 96,4
147 152
492 51,1
96,7 106
140 150
48,5 47,3
99,8 96,7
145 141
47,5 53,9
95,7 97,2
144 156
49,7 47,1
99,2 95,7
150 144
Linkozamidy

74,0 73,0
146 148
219 230

261

144

74,0
153

221

24,5
50,0

71,4

44,0

103

152

75,0
150

218

98,5
98,1

96,2

97,6
95,2
98,1
95,4
96,1
97,2

97,4

98,3
98,8
97,5
96,1
99,5
96,3
98,9
98,1
96,5
96,9
98,6
98,3
98,7
98,9
96,8
97,5
98,3
96,3
97,7
96,8

97,7

99,6
99,3

97,8

97,6

96,2

97,8

98,1

97,7



Spektynomycyna

Streptomycyna

Dihydrostreptomycyna

Kanamycyna A

Paromomycna

Neomycyna

Gentamycyna

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

mleko

100

200

300

100

200

300

100

200

300

75

150

225

50

100

150

750

1500

2250

50

100

150

105
193

300

292
96,0
187
286
72,4
140
215
45,7
93,5
146
717
1380
2040
47,0
95,8

147

94,2
188
297

100,5
189
307
98,5
199
304
70,2
145

219

742
1510
2150
43,6

103

139

Aminoglikozydy

95,1
197
297

104,5

187

287
72,9
151

221

1400

99,6
206
300
94,9
197
306
101,5
188
292
76,0
148

224

1480

Tabela A 6. Wyniki analizy nerek (ekstrakcja MeCN oraz TCA)

Zwiazek

Marbofloksacyna

Norfloksacyna

Ciprofloksacyna

Danofloksacyna

Enrofloksacyna

Sarafloksacyna

Matryca

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

Poziom
stezenia

(ng/kg)

75

150

225

100

200

300

100

200

300

100

200

300

100

200

300

50

100

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

63,1

126

278
91,4
169
283
82,0

165

269

65,3
125

224

283
94,5
172

259

253
443

91,5

Stezenie (ng/kg)

Fluorochinolony
70,9 68,8
144 145
200 207
92,4 98,3
187 180
270 289
88,8 80,1
170 163
257 266
85,9 85,9
171 167
245 263
84,0 82,8
167 165
267 249
41,8 42,3
90,8 85,2

92,5
196
303
99,2
200
300

82,0

290
72,7
149
224
45,7
95.6
144
810
1480
2240
458
100

148

73,2

125

269
80,7
160

284

92,1
160

276

92,1
205
294
90,1
201

283

301
71,2
148

217

734
1590
2240
46,5
99,6

153

67,9
132
200
96,2
187
258
89,1
166

253

251
47,9

93,0

Sredni
odzysk
(%)

98,2

97,8

96,3

97,5

97,2

98,3

96,7

Sredni odzysk
dla zwigzku

(%)

91,3

85,6

97,4

Srednia
odzysku dla
grupy (%)

87,9



Difloksacyna

Kwas oksolinowy

Kwas nalidyksowy

Flumechina

Sulfaguanidyna

Sulfadiazyna

Sulfametoksypirydazyna

Sulfametazyna

Sulfatiazol

Sulfamonometoksyna

Sulfadoksyna

Sulfachinoksalina

Sulfadimetoksyna

Sulfametoksazol

Sulfamerazyna

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

150

300

600

900

75

150

75

150

225

500

1000

1500

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

100

150

50

123
257
528
878
72,0
123

202

433
987

1200

126
242

523

418
808

1390

41,1
90,5

129

44,1
95,0

133

130 141

256 265
482 537
846 777
60,9 66,5
138 124
214 195
72,0 66,9
129 124
204 192
442 441

991 832
1270 1450

Sulfonamidy

47,1 56,2
96,5 83,5
142 130
423 50,1
87,0 99,8
144 141

444 46,3
95,7 98,4
140 139
46,3 45,5
95,6 85,1
135 129
43,9 42,4
93,9 93,9
140 140
46,4 50,3
83,1 92,8
136 121

46,5 41,6
88,2 99,3
137 132
46,6 45,6
95,5 89,6
131 143

41,0 43,7
93,3 92,8
124 137
45,0 47,5
88,9 87,0
128 133

44,5 44,4

263

130

246

591

418

893

1320

151
242
510
781
64,0
124

190

440
997

1290

134

52,4
84,7

144

94,4
91,7
90,4
92,4
91,6
94,4
92,7

92,5

91,2
91,4
92,2
91,9
90,5

90,6

87,5

87,8

92,1

92,5

91,3

90,4

90,0

91,2

91,1



Amoksycylina

Ampicylina

Penicylina G

Penicylina V

Oksacylina

Kloksacylina

Nafcylina

Dikloksacylina

Cefapiryna

Ceftiofur

Cefkwinom

Cefalonium

Cefazolina

Cefaleksyna

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

100

150

25
50
75
25
50
75
25
50
75
12,5
25
37,5
150
300
450
150
300
450
150
300
450
150
300
450
50
100
150
3000
6000
9000
100
200
300
50
100
150
50
100
150
500
1000

1500

84,4

134

404
130
241
378
123
254
404
128
258
379
40,8
84,3
144
2660
5860
8830
91,5

162

989

1340

247
361
133
287
367
130
271
400
125
264

411

2580
5570
8590
91,6

177

452
817

1270

97,5 84,2
138 129
B-laktamy
21,1 23,0
42,9 442
66,6 65,0
20,5 23,5
45,4 44,7
66,4 61,2
23,1 22,3
40,7 423
66,8 61,5
10,2 11,1
21,3 20,7
30,7 30,9
134 142
287 287
418 403
128 125
292 254
372 435
122 136
278 282
443 378
128 146
258 243
429 424
42,9 44,4
84,0 87,9
142 126
2940 2460
5490 5770
8940 7760
82,8 88,8
182 178
256 273
40,4 41,8
85,6 81,3
124 131
412 | 444
90,5 92,5
136 139
458 412
877 866
1320 1200

264

241
389
126
256
390
132
264
395
130
267

407

2560
5600
8130
84,8

162

46,2
86,0
140
401
935

1360

90,6

148

224

280
418
130

288

128
244
383
128
250

374

2870
4990
7580
92,6
175
288
45,0
90,8
127
42,5
91,2
125
412
825

1250

88,6

87,7

87,5

91,3



Cefoperazon

Tylozyna

Erytromycyna

Spiramycyna

Tylmikozyna

Jozamycyna

Tulatromycyna

Trimetoprim

Oksytetracyklina

4-epioksytetracyklina

Tetracyklina

4-epitetracyklina

Chlorotetracyklina

4-epichlorotetracyklina

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

50

100

150

50

100

150

100

200

300

150

300

450

125

250

375

50

100

150

1500

3000

4500

25

50

75

300

600

900

300

600

900

300

600

900

300

600

900

300

600

900

300

600

900

141

265

411

113

223

1380

2840

3970

256

542

830

266

555

833

269

599

788

262

595

791

303

564

299

559

829

125 133 127
Makrolidy
45,7 44,9 45,4
89,3 82,5 90,0
123 122 146
85,0 94,1 89,0
185 188 180
283 280 261
133 129 134
248 256 251
422 416 429
122 110 142
228 243 234
347 333 330
43,5 40,1 42,9
92,7 93,9 88,4
134 144 135
1260 1230 1430
2770 2600 2720
4210 3820 4150
Diaminopirymidyny
20,5 23,9 23,2
459 41,2 42,6
63,9 60,3 67,5
Tetracykliny
281 263 264
516 527 569
799 794 818
279 267 272
525 537 572
811 799 825
289 295 276
588 577 602
879 907 835
272 285 287
576 563 606
864 910 827
281 268 279
581 514 596
914 887 841
282 262 270
571 518 581

899 874 838

265

147
249
427
124

228

1430
2750

4080

21,1
42,7

61,2

274
551
818
269
563
826
273
529
829
272
526

822

593

878

593

858

143

269

407

116

239

1380

2620

4190

287

564

867

276

572

880

302

562

918

299

553

903

299

584

292

578

775

90,8
90,1
90,5

90,5

90,3
90,8

91,2

95,5
93,2
95,0
94,8
954
953
95,0
94,0
94,6

93,9

86,8

91,1

94,1

90,4

91,7

94,3

94,2

93,3



Doksycyklina

Linkomycyna

Spektynomycyna

Streptomycyna

Dihydrostreptomycyna

Kanamycyna A

Paromomycna

Neomycyna

Gentamycyna

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

nerka

300

600

900

750

1500

2250

2500

5000

7500

500

1000

1500

500

1000

1500

1250

2500

3750

750

1500

2250

2500

5000

7500

375

750

1125

268

521

844

630

1360

2030

2120

4210

6230

394

862

1230

397

888

1258

1190

2010

3430

638

1300

1950

2030

4230

6140

314

606

964

296

536

868

651

1300

2000

2140

4460

6420

476

843

1250

437

890

1260

1130

2220

3100

634

1400

1930

2130

4070

6120

307

623

956

Tabela A 7. Wyniki 7 Doswiadczenia 2 (matryca jaja)

Zwigzek

Marbofloksacyna

Norfloksacyna

Ciprofloksacyna

Danofloksacyna

Matryca

Jaja

Jaja

Jaja

jaja

Poziom
stgzenia

(ng/kg)

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

260 280
541 539
824 851
Linkozamidy
642 719
1300 1300
1870 1990
Aminoglikozydy
2080 2200
4060 4360
6550 6180
438 409
967 819
1360 1400
448 426
860 818
1300 1409
1010 1140
2250 2150
3340 3160
641 623
1300 1230
2030 1910
2360 2090
4280 4120
7080 6850
303 329
658 663
905 987
Stezenie (png/kg)

256

590

759

647

1230

2030

2200

4290

6960

449

877

1320

430

880

1250

1100

2140

3190

643

1220

1870

2180

4520

6510

312

613

995

298

492

837

680

1300

2000

2140

4330

6310

437

877

1290

404

890

1300

1090

2340

3420

642

1350

2060

2240

4500

6800

315

612

892

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka S5 Probka

22,9
47,9
70,9
20,5
41,1

64,0

22,9
46,2

71,4

Fluorochinolony
233 21,9
46,1 47,0
70,7 72,6
23,6 26,5
49,4 44,1
66,0 65,7
22,8 23,6
49,6 47,8
74,5 75,0
22,6 23,5

266

48,3
70,1

21,4

630
1360

2030

Sredni
odzysk
(%)

91,3

87,2

87,8

86,8

84,0

Sredni odzysk
dla zwigzku

(%)

95,1

95,5

87.4

86,3

Srednia
odzysku dla
grupy (%)

93,4



Enrofloksacyna

Sarafloksacyna

Difloksacyna

Kwas oksolinowy

Kwas nalidyksowy

Flumechina

Sulfaguanidyna

Sulfadiazyna

Sulfametoksypirydazyna

Sulfametazyna

Sulfatiazol

Sulfamonometoksyna

Sulfadoksyna

Sulfachinoksalina

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

Jaja

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

44,1

243

43,3 41,6
67,6 71,0
20,4 22,8
42,3 41,6
67,2 66,8
22,9 24,2
45,0 46,8
70,2 72,5
24,1 26,9
47,7 46,1
72,0 67,8
23,5 25,6
49,9 49,1
68,1 62,3
23,4 24,0
51,8 46,1
69,2 69,5
24,5 25,0
47,1 49,7
71,7 70,6
Sulfonamidy
23,3 25,7
43,4 43,8
69,5 68,0
22,5 239
49,3 46,4
71,7 75,9
26,8 21,1
473 42,8
67,6 66,1
24,3 24,0
51,8 43,8
71,0 70,4
22,0 22,7
44,0 52,4
67,5 73,3
22,2 23,9
47,8 46,8
70,4 69,2
23,4 24,6
44,1 46,1
70,3 72,9
20,3 21,9
42,4 433
70,5 64,6

267

91,7
91,2
93,7
954
91,4
948
96,4
94.4
95,2
94,9
93,6
93,8
95,0
96,4
97,0
94,6
97,2

93,0

99,4
97,9

89,5

94,3
97,0
93,5
938

91,6

94,1

94,9

98,7

91,9

94,9

93,4



Sulfadimetoksyna

Sulfametoksazol

Sulfamerazyna

Amoksycylina

Ampicylina

Penicylina G

Penicylina V

Oksacylina

Kloksacylina

Nafcylina

Dikloksacylina

Cefapiryna

Ceftiofur

Cefkwinom

Cefalonium

jaja

jaja

Jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

Jaja

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

46,7

47,6

70,4

74,7
22,5
492
66,9
214

43,9

21,0 21,2
432 47,5
76,4 70,4
20,2 21,5
45,5 43,6
73,9 63,5
23,0 25,4
52,6 47,8
70,0 71,4
B-laktamy

22,4 25,1
448 40,8
65,2 66,9
243 24.4
46,7 44,1
63,9 71,0
25,9 21,3
41,3 40,5
72,5 61,2
11,8 11,6
242 23,4
27,2 37,1
22,1 29,0
48,5 50,2
69,3 68,5
24,7 21,4
47,9 49,5
68,8 72,5
24,9 23,9
47,7 45,7
72,0 72,9
24,5 23,0
51,9 48,8
73,3 77,2
22,8 20,6
49,2 40,8
67,8 70,0
24,1 22,0
44,4 46,8
73,5 64,1
21,9 24,9
46,4 424
68,1 65,8
20,8 21,9
44,6 43,8

268

70,1
24,2
494
66,5
26,1
46,3
66,8
222
46,5
70,9
228

48,9

93,0

92,8

96,7

92,2

93,6

95,3

96,0

96,7

96,3

96,5

90,5

934

91,0

92,9



Cefazolina

Cefaleksyna

Cefoperazon

Tylozyna

Erytromycyna

Spiramycyna

Tylmikozyna

Jozamycyna

Tiamulina

Oksytetracyklina

4-epioksytetracyklina

Tetracyklina

4-epitetracyklina

Chlorotetracyklina

jaja

Jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

Jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

100

200

300

75

150

225

25

50

75

25

50

75

25

50

75

500

1000

1500

100

200

300

100

200

300

100

200

300

100

200

300

100

200

107
193
288
69.2
144

225

510
1010

1460

91,1
194
304
103
194

292

72,1
142

220

514
978

1490

108
183

272

288
82,9

181

70,9 64,5
21,6 24,0
45,1 443
70,3 68,8
23,0 20,4
42,5 43,1
61,4 71,6
21,5 22,5
40,0 44,2
65,5 61,7
Makrolidy

107 98,0
182 198
284 297
74,6 65,1
151 141
213 219
26,0 22,1
46,8 46,5
69,2 72,9
27,8 25,9
49,7 53,1
75,4 79,9
25,1 25,9
50,8 46,1
75,7 69,6

Pleuromutyliny
481 488
883 1020
1530 1420
Tetracykliny

93,9 104
187 202
314 280
95,8 87,4
197 181
291 299
95,1 93,5
190 181
279 293
101,0 93,7
181 191
295 293
95,5 102,2
211 182

269

309
62,9
146

216

448
988

1410

108
192
307
70,5
141

214

448
1000

1430

92,0
204
311
94,5
201

283

299
94,1

205

96,9

95,8
96,5
103
99,1
100
97,4
96,1

95,0

96,3

97,9

97,0

97,5

96,4

90,4

98,3

101

96,8

94,3

95,3



4-epichlorotetracyklina

Doksycyklina

Linkomycyna

jaja

Jaja

Jaja

300

100

200

300

25

50

75

25

50

75

295
98,9
198
302
26,3
50,3

71,2

22,3
46,5

70,3

272
96,4

204

78,7

21,1
44,6

64,9

Tabela A 8. Wyniki 7 Doswiadczenia 3 (matryca jaja)

Zwigzek

Marbofloksacyna

Norfloksacyna

Ciprofloksacyna

Danofloksacyna

Enrofloksacyna

Sarafloksacyna

Difloksacyna

Kwas oksolinowy

Kwas nalidyksowy

Flumechina

Matryca

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

jaja

jaja

Poziom
stezenia

(ng/kg)

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

10,2

24,5

26,6
51,8

23,5

269 272
102 94,9
192 190
290 284
24,1 243
45,0 49,2
74,7 68,2
Linkozamidy
22,3 23,1
45,0 42,6
62,4 67,6
Stezenie (ng/kg)

Fluorochinolony
12,4 9,34
20,3 21,1
32,9 32,0
9,94 9,04
18,3 18,6
28,5 27,2
0,91 1,43
3,64 4,35
3,98 3,49
5,09 5,26
15,7 6,65
16,5 12,5
1,71 0,89
3,97 5,64
4,82 7,39
9,35 5,46
11,0 12,6
27,6 21,2
11,3 10,9
16,7 18,7
42,1 424
16,4 17,3
31,9 29,8
52,1 45,6
7,1 8,0
33,3 38,7
13,7 34,8
24,3 22,8

300
101

190

22,6
40,9

66,1

10,6

16,5

16,2
34,2
47,8
333
24,8
47,5

22,0

285
96,1

203

62,5

14,7

Sredni
odzysk
(%)

5,95

98,0

99,7

Sredni odzysk
dla zwigzku
(%)

42,1

6,69

7,08

64,7

92,9

Srednia
odzysku dla
grupy (%)

41,1



Sulfaguanidyna

Sulfadiazyna

Sulfametoksypirydazyna

Sulfametazyna

Sulfatiazol

Sulfamonometoksyna

Sulfadoksyna

Sulfachinoksalina

Sulfadimetoksyna

Sulfametoksazol

Sulfamerazyna

Amoksycylina

Ampicylina

Penicylina G

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

jaja

Jaja

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

75

25

50

46,0 47,0
72,3 75,4
Sulfonamidy

13,0 12,4
46,9 254
63,3 56,7
18,1 19,9
349 37,0
52,1 57,8
23,5 19,3
46,5 42,3
57,5 41,6
19,9 12,6
46,6 433
55,8 58,6
14,8 18,2
32,4 22,5
43,9 53,9
13,5 13,6
30,8 33,5
50,2 53,1
17,9 15,4
41,8 37,5
70,0 47,5
13,3 18,9
354 41,3
422 416
11,9 19,9
28,8 17,0
50,3 28,5
24,3 13,7
28,4 31,0
54,1 24,5
19,1 17,3
37,4 44,8
56,6 53,2
B-laktamy

7,01 7,84
11,3 12,8
15,3 18,7
6,73 11,1
21,2 17,6
26,5 25,9
16,3 8,90
19,7 23,8
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44,5

70,5

24,1

91,3

96,2

60,8

65,9

40,5

68,7

74,1

76,7

59,3

67,9

75,3

25,9

67,4



Penicylina V

Oksacylina

Kloksacylina

Nafcylina

Dikloksacylina

Cefapiryna

Ceftiofur

Cefkwinom

Cefalonium

Cefazolina

Cefaleksyna

Cefoperazon

Tylozyna

Erytromycyna

Spiramycyna

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

jaja

jaja

Jaja

Jaja

75
12,5

25

75
25
50
75
25
50
75
25
50
75
25
50
75
25
50
75
25
50
75
25
50
75
25
50
75
25
50
75
25
50

75

100
200
300
75
150
225

25

36,8

10,9

10,5

10,9

19,4

24,4

51,2
130
177

36,6

433

6,50

10,60
143
5,92
11,8

16,2

43,9
114

144

27,6 32,6
5,50 6,24
11,0 9,32
12,5 15,1
11,6 15,1
26,1 26,5
36,4 43,9
12,2 9,44
20,0 23,5
24,4 23,2
12,2 11,4
24,4 24.4
38,2 21,3
17,0 14,5
28,2 29,1
60,9 26,4
5,52 5,02
9,84 7,43
15,5 15,3
13,3 12,3
20,2 24,2
333 32,4
5,03 3,89
6,92 11,0
10,0 13,7
6,09 3,84
8,09 15,3
14,7 15,1
3,70 6,22
11,7 8,61
11,5 15,5
6,05 4,42
10,0 16,7
11,9 15,6
7,38 8,03
15,0 22,0
32,2 26,6
Makrolidy
61,1 50,7
88 130
163 167
29,1 39,7
68,9 56,5
90,5 107,0
10,8 13,0
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10,5

29,6

10,9

69,9
109

155

61,4
134

202

46,6

42,8

42,7

53,6

43,8

17,3

18,5

47,9

48,9



50 22,0 28,8 18,8 21,2 27,3 27,1 48,4

75 31,3 38,6 32,7 40,7 45,1 28,1 48,1
25 20,1 12,4 15,9 153 225 17,5 69,1
Tylmikozyna jaja 50 34,5 46,2 28,8 35,4 29,2 26,7 66,9 69,2
75 57,9 43,8 49,3 41,7 69,8 59,7 71,6
25 16,8 18,4 21,1 14,9 23,9 17,1 74,8
Jozamycyna jaja 50 41,3 32,5 36,6 34,7 26,9 49,9 74,0 73,6
75 60,1 69,8 32,6 62,3 40,7 59,1 72,1
Pleuromutyliny
500 438 429 396 366 375 395 80,0
Tiamulina jaja 1000 895 770 898 1040 707 699 83,5 81,6 81,6
1500 1390 1330 1150 1180 1280 1000 81,4
Linkozamidy
25 17,3 15,7 18,4 14,2 14,1 15,2 63,3
Linkomycyna jaja 50 28,6 33,0 31,8 27,9 30,8 29,4 60,5 62,0 62,0
75 458 53,4 49,6 43,0 45,5 423 62,1
Tetracykliny

Niski odzysk (<10%) — metoda niecodpowiednia dla tej grupy zwiazkow

Tabela A 9. Wyniki 7 Doswiadczenia 1 (matryca miody)

Poziom Stezenie (ug/kg) Sredni Sredni odzysk Srednia
Zwigzek Matryca  stgzenia odzysk dla zwiazku odzysku dla
(ueg/ke) Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6 %) %) arupy (%)
Fluorochinolony

5 4,95 4,73 4,62 4,63 5,00 4,39 94,4

Marbofloksacyna miody 10 9,72 9,69 9,07 9,70 9,63 9,61 95,7 95,9
15 14,7 14,8 14,8 14,3 14,9 14,5 97,7
5 4,57 4,51 4,72 4,51 4,69 4,68 92,3

Norfloksacyna miody 10 9,13 9,49 9,14 9,36 9,46 9,37 93,3 92,6
15 14,1 13,8 14,0 13,7 13,3 14,2 92,4
5 4,69 4,66 4,44 4,69 4,72 4,88 93,6

Ciprofloksacyna miody 10 9,31 9,98 9,50 9,55 9,56 9,34 954 94,5
15 13,9 14,3 14,0 14,5 14,3 14,1 94,5
5 4,72 4,58 4,51 4,73 4,82 4,74 93,7

Danofloksacyna miody 10 8,99 9,26 8,81 9,09 9,14 9,87 91,9 93,3

15 14,0 14,1 14,3 14,4 13,9 14,2 94.4 2

5 4,84 4,69 4,79 5,00 4,75 4,71 95,9

Enrofloksacyna miody 10 9,61 9,71 9,53 9,81 9,70 10,1 97,1 96,7
15 14,8 14,2 14,4 14,8 14,5 14,7 97,0
5 4,48 4,51 4,64 4,68 4,28 4,53 90,4

Sarafloksacyna miody 10 8,81 8,82 9,56 8,90 9,84 9,26 92,0 91,8
15 14,3 13,5 13,9 14,1 13,9 14,0 92,9
5 4,78 4,69 4,87 4,68 4,71 4,70 94,7

Difloksacyna miody 10 8,58 9,31 9,24 9,71 9,81 9,66 93,8 94,1
15 14,1 14,2 14,0 13,7 13,6 14,7 93,6

Kwas oksolinowy miody 5 4,42 4,49 4,29 4,42 4,43 4,69 89,1 89,9



Kwas nalidyksowy

Flumechina

Tylozyna

Erytromycyna

Oksytetracyklina

4-epioksytetracyklina

Tetracyklina

4-epitetracyklina

Chlorotetracyklina

4-epichlorotetracyklina

Doksycyklina

Linkomycyna

Streptomycyna

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

10

15

10

15

10

15

15

10

15

10

10

15

9,12 9,08
14,2 13,3
4,28 4,59
9,20 8,73
14,0 13,5
4,59 4,92
9,52 9,03
14,0 13,9
Makrolidy
4,42 4,67
8,72 9,16
13,4 13,4
4,47 4,45
9,63 9,35
14,2 13,6
Tetracykliny
4,45 4,86
9,32 10,01
14,5 14,4
4,58 4,90
9,48 9,08
14,0 14,5
4,39 4,65
9,63 9,25
14,4 14,5
4,67 4,61
8,58 8,68
14,3 14,7
4,46 4,92
8,87 9,31
14,3 14,7
4,66 4,71
9,58 8,98
14,2 14,2
4,54 4,60
9,79 9,40
14,4 13,6
Linkozamidy
4,65 5,00
9,69 9,54
14,7 14,6
Aminoglikozydy
4,38 4,38
9,24 8,69
14,3 14,2
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14,1

94,9

89,3

89,5

90,8

94,6

94,5

93,0

94,1

93,3

96,2

90,1



Tabela A 10. Wyniki z Doswiadczenia 2 (matryca miody)

Poziom Stezenie (ug/kg) Sredni | Sredni odzysk Srednia

Zwiazek Matryca  stgzenia odzysk dla zwiazku odzysku dla
Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

(ng/ke) (o) (%) grupy (%)
Sulfonamidy

5 0,797 0,781 = 0,753 0,743 0,756 = 0,760 15,3

Sulfatiazol miody 10 1,54 1,48 1,48 1,52 1,52 1,56 15,2 15,3
15 2,15 2,34 2,35 2,38 2,44 2,32 15,5
5 1,68 1,92 1,44 1,54 1,86 1,85 343

Sulfamerazyna miody 10 3,19 3,22 3,02 3,14 3,68 3,30 32,6 33,9
15 5,06 5,08 5,27 5,34 5,30 5,31 34,9
5 0,961 0,940 0,972 0953 0,761 = 0,660 17,5

Sulfametazyna miody 10 1,55 1,59 1,86 1,24 2,06 1,77 16,8 17,7
15 2,94 2,64 3,14 2,90 2,40 2,80 18,7
5 3,80 3,60 3,57 3,61 3,56 3,61 72,5

Sulfametoksazol miody 10 7,13 7,19 7,18 7,10 7,09 7,20 71,4 73,0
15 11,3 11,2 11,3 11,2 11,3 11,3 75,1
5 3,68 3,90 3,81 3,77 3,79 3,78 75,7

Sulfamonometoksyna = miody 10 7,54 7,33 7,56 7,20 6,88 6,89 72,3 73,4
15 10,2 11,4 10,9 10,9 10,9 10,5 72,0
5 1,96 2,19 2,32 1,99 1,96 1,79 40,7

Sulfadimetoksyna miody 10 4,34 4,05 4,06 4,12 4,03 3,91 40,8 41,4
15 6,67 6,02 6,84 6,70 6,63 5,56 42,7
5 0,461 0471 = 0,438 0,419 0426 0428 8,81

Sulfaguanidyna miody 10 0922 0922 0926 0916 0,89 = 0,894 9,13 9,03 49,0

15 1,37 1,35 1,36 1,37 1,35 1,46 9,17
5 2,59 3,46 3,43 2,37 3,38 3,38 62,0

Sulfadiazyna miody 10 6,08 6,13 6,10 6,12 6,07 6,11 61,0 61,2
15 8,97 9,06 9,13 8,73 9,20 9,38 60,5
5 2,36 2,34 2,40 2,23 2,41 2,65 48,0

Sulfametoksypirydazyna miody 10 4,19 4,60 5,12 4,42 4,73 4,60 46,1 473
15 7,34 7,24 7,93 6,68 7,30 6,65 479
5 3,77 391 3,67 3,71 3,98 4,05 77,0

Sulfadoksyna miody 10 7,85 7,69 7,72 6,96 7,39 7,72 75,5 74,9
15 10,7 11,2 11,1 11,0 10,2 10,7 72,1
5 1,31 1,00 1,03 1,02 1,00 1,20 21,9

Sulfachinoksalina miody 10 2,16 2,05 2,65 2,26 2,17 2,09 223 22,7
15 3,07 3,71 3,69 3,80 3,72 3,67 24,1
5 3,19 3,18 3,17 3,17 3,29 3,56 65,2

Sulfacetamid miody 10 6,54 6,28 6,65 6,48 6,51 6,28 64,6 64,7
15 9,78 9,61 9,62 9,70 9,75 9,48 64,4
5 3,59 3,59 3,57 3,58 3,56 3,58 71,5

Sulfachloropirydazyna = miody 10 7,33 7,92 7,92 7,04 7,90 7,24 75,6 74,6
15 11,7 11,6 11,7 11,0 11,5 11,7 76,8

Sulfapirydyna miody 5 1,90 1,88 1,88 1,85 1,87 1,86 37,5 37,5
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Sulfisoksazol

Sulfachloropirazyna

Sulfametizol

Trimetoprim

miody

miody

miody

miody

2,23 3,23 3,24

8,31 8,20 8,15
Diaminopirymidyny

0,184 = 0,521 = 0,429

0,865 1,58 1,04

2,78 2,21 1,92

Tabela A 11. Wyniki z Doswiadczenia 3 (matryca miody)

Zwigzek

Sulfatiazol

Sulfamerazyna

Sulfametazyna

Sulfametoksazol

Sulfamonometoksyna

Sulfadimetoksyna

Sulfaguanidyna

Sulfadiazyna

Matryca

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

Poziom
stezenia

(ng/kg)

Stezenie (ng/kg)

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka

Sulfonamidy
4,81 4,70 4,71
9,86 9,24 9,88
14,1 15,0 14,6
4,59 4,79 4,58
9,67 9,32 9,53
14,1 14,3 13,9
4,76 4,34 4,79
10,21 9,74 9,79
14,6 14,4 14,9
4,69 4,61 4,84

9,59 9,64 9,72

4,82

10,1

5 Probka 6

447
9,79
14,7
4,76
9,55

14,5

10,2
14,8
4,94
9,39

14,2

Sredni
odzysk
(%)

54,1

Sredni odzysk
dla zwigzku
(%)

97,3

94,3

96,5

96,7

97,5

93,8

96,6

96,9

Srednia
odzysku dla
grupy (%)



Sulfametoksypirydazyna

Sulfadoksyna

Sulfachinoksalina

Sulfacetamid

Sulfachloropirydazyna

Sulfapirydyna

Sulfisoksazol

Sulfachloropirazyna

Sulfametizol

Trimetoprim

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

miody

10

15

10

15

10

15

10

15

10

15

10

10

14,5

14,6

5,04

9,05
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4,71 4,63
9,50 9,93
14,6 15,1
4,85 4,88
9,64 9,60
15,0 14,4
4,67 4,98
9,65 9,86
15,0 14,9
4,75 4,64
9,61 9,43
14,8 14,7
4,94 4,68
9,30 9,52
14,8 14,1
4,85 4,67
9,56 9,27
14,5 14,7
4,88 4,53
9,73 9,60
14,9 14,6
4,73 4,79
9,60 9,12
14,2 14,7
4,79 5,02
10,0 10,2
14,3 15,0
Diaminopirymidyny
4,96 4,65
9,72 9,68
15,1 13,9

14,4

14,4

944
96,2
97,1
97,8
96,3
96,8
97,5
97,0
97,7
95,6
97,1
97,6
95,8
943
97,6
95,7
95,6
96,7
95,0
974
97,9
97,1
93,9
97,6
98,1
97,9

96,8

96,8
95,2

96,2

95,9

96,8

97,6

96,1

96,1



Dokument 4. Certyfikat Akredytacji Nr AB 465

POLSKIE CENTRUM AKREDYTACJI

POLISH CENTRE FOR ACCREDITATION

Sygnatariusz EA MLA
P A EA MLA Signatory
POLsSKiE CINIBUM
AKREDYIALIL
T

CERTYFIKAT AKREDYTACJI
LABORATORIUM BADAWCZEGO

ACCREDITATION CERTIFICATE OF TESTING LABORATORY

Nr AB 465

Potwierdza sig, ze: / This is to confirm that:

WOJEWODZKI INSPEKTORAT WETERYNARII
W POZNANIU
ZAKLAD HIGIENY WETERYNARYJNEJ W POZNANIU

IM. TADEUSZA tOSINSKIEGO
ul. Grunwaldzka 250, 60-166 Poznan

speinia wymagania normy PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02
meets requirements of the PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 standard

Akredytowana dziatalnos¢ jest okreslona w Zakresie Akredytacji Nr AB 465
Accredited activity is defined in the Scope of Accreditation No AB 465

Akredytacja pozostaje w mocy pod warunkiem przestrzegania
wymagan jednostki akredytujace]j okreslonych w kontrakcie Nr AB 465

This accreditation remains in force provided the Laboratory observes
the requirements of Accreditation Body defined in the Contract No AB 465

Akredytacji udzielono dnia 31.03.2004 r.

Accreditation was granted on 31.03.2004

DYREKTOR
POLSKIEGO CENTRUM AKREDYTACJI

LOtondin

LUCYNA OLBORSKA

Warszawa, dnia 3 lutego 2020 roku
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Dokument 5. Zakres Akredytacji Laboratorium Badawczego

Zakres akredytacji Nr AB 465

i) Scope of accreditation No. AB 485

ZAKRES AKREDYTACJI

LABORATORIUM BADAWCZEGO
SCOPE OF ACCREDITATION FOR TESTING LABORATORY
Nr/ No. AB 465
wydany przez / issued by
POLSKIE CENTRUM AKREDYTACJI
01-382 Warszawa, ul. Szczotkarska 42

Wydanie / Issue 30 z / of 10.01.2025

Nazwa i adres / Name and address

|PCA ,
| Fowsar conrmm WOJEWODZKI INSPEKTORAT WETERYNARII W POZNANIU
ZAKLAD HIGIENY WETERYNARYJNEJ W POZNANIU

% im. Tadeusza tosinskiego
ul. Grunwaldzka 250
60-166 Poznan

BADANIA

AB 465

Kod identyfikacyjny /
Identification code *
- B/3, B/22, B/55, B/57 |- Badania biologiczne i biochemiczne obiektow i materialow biologicznych przeznaczonych do badan,
2ywnosci, pasz dla zwierzat, obiektéw z obszaru produkcji Zywnosci / Biological and biochemical tests
of biclogical items and materials for testing, food, animal feedstuffs, objects from food production area

Dziedzina | przedmiot badan / Field of testing and item:

-CI3, Ci22, Ci28, C/55 | - Badania chemiczne obiektow i materiatow biologicznych przeznaczonych do badan, zywnosci, wody,
pasz dla zwierzat / Chemical tests of biological items and materials for testing, food, water, animal
feedstuffs

- Badania kliniczne, medyczne i weterynaryjne obiektéw i materialéw biologicznych / Clinical, medical and

- Df3 veterinary tests of biological items and materials for testing
- K13, KI22: KI28, KI55, - Badania mikrobiologiczne obiektow i materiatow biologicznych przeznaczonych do badan, zywnosci,
wody, pasz dla zwierzat, obiektéw z obszaru produkeji zywnosci / Microbiological tests of biclogical items
and materials for testing, food, water, animal feedstuffs, objects from food production area
- MI55 - Badania inne pasz dla zwierzat / Other tests of animal feedstuffs
- 0122, 0/55 - Badania radiochemiczne | promieniowania — w tym nuklearne zywnosci, pasz dla zwierzat /

Radiochemical tests and tests of radiation — including nuclear radiation of food, animal feedstuffs
Wersja strony / Page version: A

7 Kod identyfikacyjny zgodnie z zatgcznikiem do dokumentu DAB-07 dostepnym na stronie internetowe] www.pca.gov.pl /
The identification code according to the Annex to document DAB-07, available at PCA website www.pca.gov.pl

KIEROWNIK DZIALU AKREDYTACJI
BADAN | CERTYFIKACJI ZYWNOSCI

HANNA TUGI

Niniejszy dokument jest zalacznikiem do Certyfikatu Akredytacji Nr AB 465 z dnia 03.02.2020 r.
Cykl akredytacji od 05.02.2024 r. do 30.03.2028 r.
Status akredytacji oraz aktualno$¢ zakresu akredytacji mozna potwierdzi¢ na stronie internetowej PCA www.pca.gov.pl
This document is an annex to accreditation certificate No. AB 465 of 03.02.2020

Accreditation cycle from 05.02.2024 to 30.03.2028
The status of accreditation and validity of the scope of accreditation can be confirmed at PCA website www.pca.gov.pl

Wydanie nr/ Issue No. 30, 10.01.2025 1/55
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PCA Zakres akredytacji Nr AB 465
Pracownia Badarn Chemicznych w Poznaniu
ul. Grunwaldzka 250, 60-166 Poznar
Przedmiot badar/wyréb Rodzaj dziatalnosci/lbadane Dokumenty odniesienia
cechy/metoda
Elastyczny zakres akredytacji "' 2/%4%

Zawarto$¢ pestycydow 23 [ PRC-20.00.00 9

Zywnosé 1 Metoda chromatografii gazowej PBC-19.00.00 ¥
z detekcja wychwytu elektronow PBC-78.00.00 ¢
(GC-ECD) /lub termojonowa (GC-NPD) PN-EN 1528 4
Zawarto$¢ kongeneréw PCB 2.2 P
Metoda chromatografii gazowej PBC-08.00.00
z detekcja wychwytu elektronéw (GC-ECD)
Zawartos¢ metali 2% 4
Metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej PEE RN
z atomizacjg elektrotermiczng (ETAAS)
Zawartosé metali 2 % 4
Metoda plomieniowej absorpcyjnej PBCA4100.00
spektrometrii atomowej (FAAS)
Zawarto$¢ arsenu " 4)
Metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej PBC-93.00.00
z generowaniem wodorkdw (HGAAS)
Zawartosé rteci ¥ 9
Metoda atomowej spektrometrii absorpcyjnej PBG06.00.00
z technikg amalgamacji

. Zawarto$é lekdw weterynaryjnych 2%
1) 5)

Zywnosé Metoda wysokosprawnej chromatografii Procediry badawezs
cieczowej z detekcjg fluorescencyjng
(HPLC-FLD)

Zywnosé ! | Zawarto$¢ lekéw weterynaryjnych 2%

Materiaty biologiczne "

Metoda chromatografii cieczowej
z detekcjg tandemowa spektrometrig mas
(LC-MS-MS)

Procedury badawcze °

Zywnosé ! Zawarto$¢ mykotoksyn 23
Metoda wysokosprawnej chromatografii Procedury badawcze °)
cieczowe] z detekcjg fluorescencyjng PN-EN ISO 14501 4
(HPLC-FLD)
$6 i sw 2.3
Zywnosé ) Zawartos¢ hormonow i tyreostatykéw Procedury badawcze 9

Materiaty biologiczne "

Metoda chromatografii cieczowej z detekcjg
tandemowg spektrometrig mas (LC-MS-MS)

Ryby, produkty rybne

Zawartos¢ histaminy ¥

Metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja spektrofotometryczng
(HPLC-UV-VIS)

PN-EN ISO 19343 ¢

Ryby

Zawartos¢ barwnikdw 23
Metoda chromatografii cieczowej z detekcjg
tandemowsg spektrometrig mas (LC-MS-MS)

PBC-79.00.00 4

Wersja strony: A
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Zakres akredytacji Nr AB 465

Pracownia Badar Chemicznych w Poznaniu

ul. Grunwaldzka 250, 60-166 Poznan

Przedmiot badan/wyréb

Rodzaj dziatalnosci/badane
cechy/metoda

Dokumenty odniesienia

Elastyczny zakres akredytacji /234 %)

Zawartos$é pestycydow 213

PBC-03.00.00 %

Pasze Metoda chromatografii cieczowej
z detekcjg tandemowg spektrometrig
mas (LC-MS-MS)
Zawartos¢ rtgci ¥ PBC-06.00.00
Metoda atomowej spektrometrii
absorpeyjnej z technikg amalgamacji
Zawartos¢ metali ¥ 4
Metoda absorpcyjnej spektrometrii gggﬁ?gggg 4:
atomowej z generowaniem wodorkow PN-EN '1“59 4
(HGAAS)
PN-EN ISO 6869 ¥

Zawarto$¢ metali 2 ) PBC-52.00.00 ¢
Metoda plomieniowej absorpcyjnej Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji
spektrometrii atomowej (FAAS) (UE) 2024/771 %
Zawartos¢ metali 2 %) 4
Metoda absorpcyjnej spektrometrii | FBC-02.00.00
atomowej z atomizacjg |
elektrotermiczng (ETAAS) |

T
Zawartos¢ lekow weterynaryjnych 2) 2 5

Woda Metoda chromatografii cieczowej FiRcodusy badaveze

z detekcja tandemowag spektrometrig
mas (LC-MS-MS)

Zawarto$¢ hormondw

i tyreostatykéw 2 2

Metoda chromatografii cieczowej

z detekcjg tandemowg spekirometrig
mas (LC-MS-MS)

PBC-103.00.00
PBC-104.00.00

1) Dodanie przedmiotu badan w ramach grupy przedmiotéw badan.
2) Dodanie badanej cechy w ramach przedmiotu / grupy przedmiotow badan i metody (techniki badawczej).
3) Zmiana zakresu pomiarowego metody badawczej
4) Stosowanie zaktualizowanych metod opisanych w: normach / procedurach opracowanych przez laboratorium/ przepisach prawa.
5) Stosowanie zaktualizowanych i wdrazanie nowych metod opisanych w: procedurach opracowanych przez laboratorium.

Lista akredytowanych dzialan jest publicznie udostepniana przez akredytowany podmiot

Wersja strony: A
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Wykaz zmian

Zakres akredytacji Nr AB 465

Zakresu Akredytacji Nr AB 465

Status zmian: wersja pierwotna - A

Zatwierdzam status zmian
KIEROWNIK

DZIALU AKREDYTACJI
BADAN | CERTYFIKACJI ZYWNOSCI

HANNA TUGI
dnia: 10.01.2025 .
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Dokument 6. Lista akredytowanych dziatan prowadzonych w ramach zakresu elastycznego

LISTA AKREDYTOWANYCH DZIALAN PROWADZONYCH W

RAMACH ZAKRESU ELASTYCZNEGO

NR LISTY: 1/PBCH

ryba, mieko

(tkanka migsniowa),

Zawartosc p-laktamow

| Zakres:

| Dla tkanki

amoksycylina (25-75) pa/kg
ampicylina (25-75) pg/kg
penicylina G (25-75) pg/kg
penicylina V' (12, 5-37.5) pa/kg
oksacylina (150-450) pg'kg
kloksacylina (150-450) palkg
nafeylina (150-450) pg/kg
dikloksacylina (150-450) ug'kg
cefapiryna (25-75) pokg
ceftiofur (500-1500) palkg
cefkwinam (25-T5) palka
cefalonium {10-30) ug'kg
cefazolina (25-75) pglkg
cefaleksyna (100-300) pg'kg
cefoperazon (25-75) pglkg

Zakres:

Dla mieka

amoksycylina (2,0-8,0) yg/kg

ampicylina (2,0-6,0) ug'kyg

penicylina G (2,4-6,0) pakg

penicylina V' (2,1-8,0) pg/kg

oksacylina (15-45) pg'kg

kloksacylina (15-45) paikg

nafecylina (15-45) patkg

dikloksacylina (15-45) ug'kg

cefapiryna (30-80) pgkg |
ceftiofur { 50-150) pg/kg |
cefkwinom (10-30) pgikg

cefalonium (10-30) pa/kg |
cefazolina (25-75) pglkg |
cefaleksyna (50-150) pgfkg

cefoperazon (25-75) palkg

Zawartodé sulfonamidow

Zakres:

Dla tkanki |
| sulfaguanidyna (50-150) pg/kg
sulfadiazyna (50-150) pg'kg
sulfametoksypirydazyna (50-150) pg/kg
sulfametazyna (50-150) pg'kg
sulfatiazol (50-150) ug'kg
sulfamonometoksyna (50-150) pgikg
sulfadoksyna (50-150) pg/kg
sulfachinoksalina (50-150) pgikg
sulfadimetoksyna (50-150) pg/kg
sulfametoksazel (50-150) pafkg
sulfamerazyna (50-150) pgikg

ZHW ZALACZNIK DO ZAKRESU AKREDYTACY WYDANIE NR: 51
LABORATORIUM BADAWCZEGO E
PRACOWNIA BADAN CHEMIGZNYCH STRONA: §
DZIAL - STRON:19
Przedmiot badad/wyrdb | Rodziat dziatainogci'badane cechy/metoda Dokumenty odniesienia
‘ mapenterol (0,13-0.4) ug/kg '
| brombuterol (0,14-0.4) pg'kg
| Metoda chromatografii cieczowe] z detekcjg
| tandemowa spekirometria mas (LC-MS-MS) |
Migso |"Zawartosé substancji przeciwbakteryjnych PBC-101.00.00 |

wydanie 3 z dnia 10.06.2024
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LISTA AKREDYTOWANYCH DZIALAN PROWADZONYCH W
RAMACH ZAKRESU ELASTYCZNEGO

ZHW ZALACZNIK DO ZAKRESU AKREDYTACJI
LABORATORIUM BADAWCZEGO

NR LISTY: 1/PBCH

WYDANIE NR: 51

¥ STRONA: 10
PRACOWNIA BADAN FHEMICZNYCH STRON:19
Przedmiot badan/wyréb Rodziat dziatalnosci/badane cechy/metoda Dokumenty odniesienia
Zakres:
Dla mleka

sulfaguanidyna (50-150) pg/kg
sulfadiazyna (50-150) pg/kg
sulfametoksypirydazyna (50-150) pg/kg
sulfametazyna (50-150) pglkg
sulfatiazol (50-150) ug/kg
sulfamonometoksyna (50-150) pg/kg
sulfadoksyna (50-150) pg/kg
sulfachinoksalina (50-150) pg/kg
sulfadimetoksyna (50-150) yg/kg
sulfametoksazol (50-150) palkg
sulfamerazyna (50-150) pg/kg

Zawarto$¢ aminoglikozydow

Zakres:

Dla tkanki

spektynomycyna (120-450) pglkg
streptomycyna (230-750) pg/kg
dihydrostreptomycyna (250-750) pg/kg
kanamycyna A (55-150) uglkg
paromomycyna (250-750) ug/kg
neomycyna (200-750) pg/kg
gentamycyna (35-75) pglkg

Zakres:

Dla mleka

spektynomycyna (100-300) pg/kg
streptomycyna (100-300) pg/kg
dihydrostreptomycyna (100-300) pg/kg
kanamycyna A (75-225) pg/kg
paromomycyna (62-150) pg/kg
neomycyna (750-2250) pg/kg
gentamycyna (50-150) ug/kg

Zawarto$¢ makrolidow

Zakres:

Dla tkanki

tylozyna (50-150) pgrkg
erytromycyna (100-300) pg/kg
spiramycyna (100-300) pg/kg
tylmikozyna (25-75) pg/kg
jozamycyna (100-300) pg/kg
tulatromycyna (14-75) pg/kg

Zakres:

Dla mleka

tylozyna (25-75) pglkg
erytromycyna (20-60) ug/kg
spiramycyna (100-300) ug/kg
tylmikozyna (25-75) pg/kg
jozamycyna (27-75) pa/kg

Zawartosc tetracyklin

Zakres:

Dla tkanki

oksytetracyklina (40-150) pg/kg
tetracyklina (40-150) pa/kg
chlorotetracyklina (50-150) pg/kg
doksycyklina (40-150) pg/kg
4-epitetracyklina (50-150) pa/kg
4-epioksytetracyklina (50-150) pg/kg
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ZHW

Przedmiot badan/wyréb J

LISTA AKREDYTOWANYCH DZIALAN PROWADZONYCH W _
RAMACH ZAKRESU ELASTYCZNEGO NRLISTY: 1/PBCH

ZALACZNIK DO ZAKRESU AKREDYTACJI
LABORATORIUM BADAWCZEGO

PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH

DZIAL -

WYDANIE NR: 51

STRONA: 11
STRON:19

Rodziat dziatalnosci/badane cechy/metoda

Dokumenty odniesienia

4-epichlorotetracyklina (50-150) pgikg

Zakres

Dila mleka

oksytetracyklina (6,0-150) pg/kg
tetracyklina (6,0-150) pg/kg
chlortetracyklina (7,0-150) pg/kg
doksycyklina (6,0-150) ug/kg
4-epitetracyklina (7,0-150) pg/kg
4-epichlorotetracyklina (7,0-150) pg/kg
4-epioksytetracyklina (6,0-150) pug/kg

Zawarto$¢ linkozamidow

Zakres:
Dla tkanki
linkomycyna (40-150) pg/kg

Zakres
Dla mleka
linkomycyna (75-225) ug/kg

Zawartosc fluorochinolonéw

Zakres

Dla tkanki

marbofloksacyna (75-225) pg/kg
norfloksacyna (50-150) pg/kg
ciprofloksacyna (50-150) ug/kg
danofloksacyna (50-150) pg/kg
enrofloksacyna (50-150) pglkg
sarafloksacyna (15-45) pg/kg
difloksacyna (150-450) uglkg
kwas oksolinowy (50-150) pg/kg
kwas nalidyksowy (50-150) ug/kg
flumechina (100-300) pg/kg

Zakres:

Dla mieka

marbofloksacyna (37,5-112,5) pg/kg
norfloksacyna (55-150) pg/kg
ciprofloksacyna (50-150) ug/kg
danofloksacyna (15-45) pg/kg
enrofloksacyna (50-150) pg/kg
sarafloksacyna (56-150) pg/kg
difloksacyna (29-75) pg/kg
kwas oksolinowy (26-75) pg/kg
kwas nalidyksowy (27-75) pg/kg
flumechina (25-75) pg/kg

Zawarto$¢ pleuromutyliny

Zakres:
Dla tkanki
tiamulina (14-75) pg/kg

Zawartos¢ diaminopirymidyn

Zakres:
Dla tkanki
trimetoprim (15-75) pg/kg

Metoda chromatografii cieczowej z detekcja
tandemowa spektrometrig mas (LC-MS-MS)

1
|
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| | LISTA AKREDYTOWANYCH DZIALAN PROWADZONYCH W |
RAMACH ZAKRESU ELASTYCZNEGO BR-LISTY: 1IRBGH

ZHW |

ZALACZNIK DO ZAKRESU AKREDYTACJI

WYDANIE NR: 51

Zawartos¢ B-laktamow

Zakres:

amoksycylina (27-75) ug/kg
ampicylina (28-75) ug/kg
penicylina G (26-75) pg/kg
penicylina V (15-37,5) pg/kg
oksacylina (26-75) pg/kg
kloksacylina (27-75) pg/kg
nafcylina (27-75) pg/kg
dikloksacylina (28-75) ug/kg
cefapiryna (28-75) pg/kg
ceftiofur (28-75) pg/kg
cefkwinom (28-75) pg/kg
cefalonium (27-75) ug/kg
cefazolina (27-75) pg/kg
cefaleksyna (28-75) ug/kg
cefoperazon (28-75) ug/kg

Zawartosc sulfonamidow

Zakres:
sulfaguanidyna (28-75) pg/kg
sulfadiazyna (27-75) pa/kg

sulfametoksypirydazyna (27-75) pg/kg

sulfametazyna (27-75) pg/kg
sulfatiazol (28-75) pg/kg

sulfamonometoksyna (28-75) ua/kg

sulfadoksyna (26-75) pg/kg
sulfachinoksalina (28-75) pg/kg

sulfadimetoksyna (30-75) pg/kg

sulfametoksazol (28-75) ya/kg
sulfamerazyna (28-75) pglkg

Zawarto$¢ makrolidow

Zakres:

tylozyna (56-300) pg/kg
erytromycyna (47-225) pg/kg
spiramycyna (28-75) pg/kg
tylmikozyna (29-75) uglkg
jozamycyna (27-75) pg/kg

Zawarto$¢ tetracyklin

Zakres:
oksytetracyklina (52-300) pg/kg
tetracyklina (50-300) pg/kg

chlorotetracyklina (50-300) pg/kg

doksycyklina (27-75) ug/kg

4-epichlorotetracyklina (55-300) pg/kg
4-epioksytetracyklina (55-300) ug/kg
4-epitetracyklina (59-300) pg/kg

Zawartos¢ linkozamidow
Zakres:

linkomycyna (15-75) pg/kg
Zawartos¢ fluorochinolonow

Zakres:
marbofloksacyna (28-75) pg/kg

LABORATORIUM BADAWCZEGO
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH STRONA: 12
oH DZIAL - STRON:19
Przedmiot badan/wyréb Rodziat dziatalnosci/badane cechy/metoda Dokumenty odniesienia
Jaja N Zawartos¢ substancji przeciwbakteryjnych | PBC-106.00.00

wydanie 3 z dnia 09.09.2024
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LISTA AKREDYTOWANYCH DZIALAN PROWADZONYCH W
RAMACH ZAKRESU ELASTYCZNEGO NRLISTY: 1/PBCH

ZHW ZAEACZNIK DO ZAKRESU AKREDYTACJ!
LABORATORIUM BADAWCZEGO

WYDANIE NR: 51

PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH ' STRONA: 13
DZIAL - | STRON:19
Przedmiot badan/wyrob Rodziat dziatalnosci/badane cechy/metoda Dokumenty odniesienia

norfloksacyna (28-75) pug/kg
ciproflcksacyna (27-75) pg/kg
danofloksacyna (27-75) yg/kg
enrofloksacyna (27-75) uglkg
sarafloksacyna (27-75) pg/kg
difloksacyna (27-75) pg/kg
kwas oksolinowy (28-75) ug/kg
kwas nalidyksowy (27-75) ug/kg
flumechina (28-75) ug/kg

Zawartos¢ pleuromutyliny

Zakres:
tiamulina (32,5-1500) pg/kg

Metoda chromatografii cieczowej z detekcjg
tandemowg spektrometrig mas (LC-MS-MS)
Miod Zawartosc substancji przeciwbakteryjnych | PBC-25.00.00

| wydanie 1z dnia 11.07.2022

Zawartos¢ fluorochinolonéw

Zakres:

marbofloksacyna (3,0-20) pg/kg y
norfloksacyna (3,5-20) pg/kg f
ciprofloksacyna (3,5-20) ug/kg

danofioksacyna (3,5-20) pg/kg

enrofloksacyna (3,5-20) pg/kg

sarafloksacyna (3,5-20) pg/kg -
difloksacyna (3,5-20) pg/kg | o—2
kwas oksolinowy (3,5-20) pg/kg
kwas nalidyksowy (3,5-20) ug/kg
flumechina (3,5-20) ug/kg

Zawartosc¢ tetracyklin

Zakres

oksytetracyklina (3,5-20) pg/kg
tetracyklina (3,5-20) pg/kg
chlorotetracyklina (3.5-20) ug/kg
doksycyklina (3,5-20) pg/kg
4-epichlorotetracyklina (3,5-20) pg/kg
4-epioksytetracyklina (3,5-20) pg/kg
4-epitetracyklina (3,5-20) pg/kg

Zawartos¢ linkozamiddw

Zakres:
linkomycyna (3,0-20) uglkg

Zawartos¢ makrolidow

Zakres
tylozyna (3,0-20) ug/kg
erytromycyna (3,5-20) pg/kg

Zawartosc¢ sulfonamidow

Zakres:

sulfaguanidyna (3,5-20) ug/kg
sulfadiazyna (3,5-20) pg/kg
sulfametoksypirydazyna (4,0-20) ug/kg
sulfametazyna (4 5-20) pg/kg
sulfatiazol (3,5-20) pg/kg
sulfamonometoksyna (3,0-20) pg/kg
sulfadoksyna (3,0-20) pg/kg |
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LISTA AKREDYTOWANYCH DZIALAN PROWADZONYCH W

RAMACH ZAKRESU ELASTYCZNEGO NRLISTY: 1/PBCH

ZAEACZNIK DO ZAKRESU AKREDYTACJI I

LABORATORIUM BADAWCZEGO | WYDANIE NR: 51

; ‘ STRONA: 14 [
PRACOWNIA BQ?I:E _CHEMICZNYCH ‘ STRON:18
T
Przedmiot badan/wyréb Rodziat dziatalnosci/badane cechy/metoda : Dokumenty odniesienia

sulfachincksalina (4,0-20) pg/kg
sulfadimetoksyna (3,5-20) pa/kg
sulfametoksazol (3,0-20) pg/kg
sulfamerazyna (3,0-20) pg/kg
sulfacetamid (4,0-20) pg/kg
sulfachloropirydazyna (3,5-20) pg/kg
sulfapirydyna (3,5-20) pg/kg
sulfisoksazol (3,5-20) pg/kg
sulfachloropirazyna (4,0-20) pg/kg
sulfamethizol (4,0-20) pg/kg

Zawarto$¢ aminoglikozydéw

Zakres:
streptomycyna (5,0-20) ug/kg

Zawartos¢ diaminopirymidyn
Zakres:
trimetoprim (3,5-20) pg/kg

Metoda chromatografii cieczowej z detekcjg
tandemowg spektrometrig mas (LC-MS-MS)

Mieso (tkanka
migsniowa), ryby,
mieko, jaja, materiat
biologiczny (mocz),
woda

Zawarto$¢ chloramfenikolu PBC-108.00.00
wydanie 5 z dnia 21.07.2023

Zakres :

Dla tkanki (0,087-0,300) pg/kg

Dla mleka (0,090-0,300) pg/kg

Dila jaj (0,091-0,300) ug/kg

Dla moczu (0,084-0,300) pg/kg

Dla wody (0,077-0,300) ug/kg

Metoda chromatografii cieczowej z detekcjg |
tandemowg spektrometrig mas (LC-MS-MS) [

Migso (watroba), ryby

Zawartos¢ lekéw przeciwrobaczych PBC-04.00.00
wydanie 1z dnia 17.02.2020

Zakres od:
albendazolu sulfon (ABZ-SO:): 50 pglkg
albendazolu sulfotlenek (ABZ-SO): 50 pg/kg
2-amino-sulfon albendazolu

(ABZ-NH2-802): 50 pglkg
derkwantel (DER): 10 pg/kg
fenbendazol (FBZ): 50 ug/kg
fenbendazolu sulfon (FBZ-S0z): 50 pg/kg
fenbendazolu sulfotlenek (FBZ-SO): 50 pglkg
flubendazol (FIBZ): 50 ug/kg
2-amino-flubendazol (FIBZ-NHz): 50 pg/kg
iksonil (10X): 5 pglkg
kambendazol (KBZ): 5 uglkg
klorsulon (KLR): 50 pg/kg
klozantel (KLZ): 50 pg/kg
lewamizol (LEW): 50 pg/kg
mebendazol (MBZ): 50 pglkg
5-hydroksymebendazol (MBZ-OH): 50 pg/kg
2-aminomebendazol (MBZ-NH:): 50 pg/kg
monepantolu sulfon (MON-SOz): 50 pglkg
morantrel (MOR): 25 pg/kg
niklozamid (NKD): 5 pg/kg
nitroksynil (NTR): 10 pg/kg
oksybendazol (OxBZ): 50 pg/kg
oksyklozanid (OXD): 50 pg/kg
prazikwantel (PRZ): 50 pg/kg
pyrantel (PYR): 50 ug/kg
rafoksanid (RFX): 10 pg/kg
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LISTA AKREDYTOWANYCH DZIALAN PROWADZONYCH W )
RAMACH ZAKRESU ELASTYCZNEGO MSLISTY APEGH
ZHW ZAL, ]
ACZNIK DO ZAKRESU AKREDYTACJI L
LABORATORIUM BADAWCZEGO AB 465 e
PRACOWNIA BADAN CHEMICZNYCH STRONA: 18
DZIAL - STRON:19
Przedmiot badan/wyréb Rodzial dziafalnosci/bad hyl da Dokumenty odniesienia
octan melengestrolu MLGA
Metoda chromatografii cieczowej z detekcjg
tandemowg spektrometrig mas (LC-MS-MS)
Tiuszcz Zawarto$¢ hormondw: PBC-104.00.00

(tkanka tuszczowa)

Tkanka tluszczowa: gestageny

Zakres: ( 0,6-2,0) pg/kg :
Octan medroksyprogesteronu

Zakres:

octan chlormadinonu: (1,1- 4,0) pg/kg
octan megestrolu : (1,1- 4,0) pa/kg
octan melengestrolu : (1,2- 4,0) uglkg

Metoda chromatografii cieczowej z detekcjg
tandemowg spektrometrig mas (LC-MS-MS)

wydanie 5 z dnia 09.01.2023

PBC-104.05.00
wydanie 4 z dnia 09.01.2023

Zawarto$é tyreostatykow

Migso
(tkanka miesnowa)

Zawartosc¢ tyreostatykow

Zakres;

tapazol-TAP ( 3-20) pg/kg
tiouracyl -TU( 7-20) ug/kg
metylotiouracyl-MTU ( 3-20) pg/kg
propylotiouracyl-PTU (3-20) pg/kg
fenylotiouracyl-FTU (3-20) pg/kg

Metoda chromatografii cieczowej z detekcjg
tandemowa spekirometrig mas (LC-MS-MS)

PBC-103.00.00
wydanie 3 z dnia 03.01.2020

Materiat biologiczny
( mocz),woda

Zawartos¢ tyreostatykow

Zakres:

tapazol-TAP (6,0-20) g/l
tiouracyl —TU (6,0-20) pg/l
metylotiouracyl-MTU (6,0-20)pg/|
propylotiouracyl-PTU (6,0-20)pg/l
fenylotiouracyl-FTU ( 6,0-20)pg/!

Metoda chromatografii cieczowej z detekcja

PBC-103.00.00
wydanie 3 z dnia 03.01.2020

Sporzadzil: 20.11.2024............

tandemowa spektrometrig mas (LC-MS-MS)
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( data pieczatka i podpis Asyéiéﬁté \;\'lébdacege)

oL

( data,pieczatka i podpis Kierownika Pracowni)
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