ZAKLJUCNO POROCILO
O REZULTATIH OPRAVLJENEGA RAZISKOVALNEGA DELA
NA PROJEKTU V OKVIRU CILINEGA RAZISKOVALNEGA
PROGRAMA (CRP) »KONKURENCNOST SLOVENIJE 2006 — 2013«

I. Predstavitev osnovnih podatkov raziskovalnega projekta

1. Naziv teZi§¢a v okviru CRP:

Povezovanje ukrepov za doseganje trajnostnega razvoja

2. Sifra projekta:
| V4-0526 |

3. Naslov projekta:

Kvantitativna validacija potrditvenih metod za dolo¢anje tetraciklinov in beta-laktamov

3. Naslov projekta

3.1. Naslov projekta v slovenskem jeziku:

Kvantitativna validacija potrditvenih metod za dolocanje tetraciklinov in beta-laktamov

3.2. Naslov projekta v angleskem jeziku:

Quantitative validation of confirmation methods for determination of tetracyclines and
beta-lactams

4. Kljucne besede projekta

4.1. Kljuéne besede projekta v slovenskem jeziku:

veterinarska zdravila, Zivila Zivalskega izvora, tetraciklini, beta-laktami, validacija, LC-
MS/MS, HPLC-UV-VIS

4.2. Kljuéne besede projekta v angleskem jeziku:

veterinary drugs, food of animal origin, tetracyclines, beta-laktams, validation, LC-
MS/MS, HPLC-UV-VIS
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5. Naziv nosilne raziskovalne organizacije:
Univerza v Ljubljani (0406 Veterinarska fakulteta)

5.1. Seznam sodelujocih raziskovalnih organizacij (RO):

6. Sofinancer/sofinancerji:
MKGP

7. Sifra ter ime in priimek vodje projekta:
8110 Prof. dr. Ksenija Sinigoj Gaénik

Datum: A2.9. 7049

Podpis vodje projekta: Podpis in Zig izvajalca:
Prof. dr. Ksenija Sinigoj Ga¢nik Rektor: Prof. dr. Radovan Stanislav
Pejovnik
3 ! . Po pgabldstilu
/ 7] [ ()¢ Dekan: prof. di/Marjan Kosec
a7
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II. Vsebinska struktura zakljuénega porodila o rezultatih raziskovalnega projekta v
okviru CRP

1. Cilji projekta:
1.1. Ali so bili cilji projekta doseZeni?

L] a) veceloti
X b) delno

[]c) ne

Ce b) in ¢), je potrebna utemeljitev.

Cilje, ki smo si jih zastavili v zvezi z beta laktami, nismo uspeli uresniciti v celoti.
Ker so starejSe kromatografske metode z uporabo HPLC v kombinaciji z UV-
detektorjem zahtevnejSe in zamudnejSe glede priprave vzorcev (ekstrakcija, ¢isCenje
ekstraktov, koncentriranje), poleg tega zahtevajo predkolonsko derivatizacijo s
toksi¢nim Zivosrebrovim kloridom, smo se odloili za novejsi LC-MS/MS postopek.
V multimetodo, ki jo $e razvijamo, Zelimo vkljuciti vse registrirane beta laktame. To

je vzrok, da e nismo pripravili standardnega operativnega postopka (SOP).

1.2.  Ali so se cilji projekta med raziskavo spremenili?
X a) da
] b) ne

Ce so0 se, je potrebna utemeljitev:

Dodatno smo validirali dve presejalni metodi in sicer za doloCanje prisotnosti
tetraciklinov v medu in za dologanje prisotnosti tetraciklinov in beta-laktamov v
mleku. Validacija je bila nujno potrebna za dokazovanje ustreznosti obeh metod glede
na predpisane MRL-vrednosti.
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2. Vsebinsko poroéilo o realizaciji predloZenega programa dela':

Zahteve, ki smo si jih postavili pri razvoju potrditvene metode doloanja ostankov
tetraciklinov v Zivilih Zivalskega izvora, so bile na eni strani ¢im vecja obcutljivost in na
drugi strani ¢im &irSe delovno obmogje. Pri dologanju ostankov v Zivilih, ki izvirajo iz
zivali, pri katerih uporaba tetraciklinov ni dovoljena, je mogoce uporabljati samo metode z
visoko obcutljivostjo, ki omogocajo dolodanje nizkih koncentracij ostankov veterinarskih
zdravil. Primer takega zivila je med. Zaradi Zivil, ki izvirajo iz Zivali, pri katerih je
uporaba tetraciklinov dovoljena in imajo dolofene maksimalne dovoljene vrednosti
(MRL), kot naprimer mleko, pa mora biti metoda uporabna tudi za doloCanje visokih
koncentracij ostankov zdravil. Metoda, ki omogoca doseganje zastavljenih zahtev je
tekoCinska kromatografija visoke lo¢ljivosti v povezavi z masnim detektorjem (LC-
MS/MS). Zato smo skladno s planom optimizirati kromatografske pogoje locbe in pogoje
detekcije $tirih tetraciklinov: tetraciklin (TC), oksitetraciklin (OTC), klortetraciklin (CTC)
in doksiciklin (DC).

Glede na konéni cilj, ki smo si ga zastavili, da bo razvita metoda primerna za
kvantitativno delo, smo na osnovi literaturnih objav izbrali interni standard demeklociklin,
ki nam je omogocil vrednotenje rezultatov.

Uvedeni in optimizirani postopek doloCanja tetraciklinov v medu smo preiskusili na
razliénih vrstah medu (akacijev, gozdni, cvetli¢ni). Opravili smo vrsto poskusov
ponovljivosti in ugotovili velik vpliv vrste medu na dobljeni kvantitativni rezultat. Vpliv
se kaze na absolutnih povrSinah (viSinah) kromatografskih vrhov internega standarda
(demeklociklin), s katerim vrednotimo koli¢ino tetraciklinov v medu. Posledice so napac¢ni
kvantitativni rezulztati za vse §tiri preizkuSane uéinkovine. Problem je moZno resiti samo
s pripravo umeritvene krivulje v posameznih vzorcih po metodi standardnega dodatka.
Metoda zahteva dovolj veliko koli¢ino preizkuSevanega vzorca, saj ga moramo Ze v
zaCetku razdeliti na vsaj pet delov (pet nateht po 6 g, za realnost rezultatov je potrebno
pripraviti vsaj tri to¢ke umeritvene krivulje po sistemu brez dodatka, dodatek "a", "2a" in
"3a"). Da je pristop pravilen, smo se prepri¢ali s sodelovanjem v medlaboratorijski
preiskusevalni shemi FAPAS, kjer smo pravilno identificirali oba prisotna tetraciklina v
medu in sicer DC in OTC. Poleg tega smo pravilno ovrednotili koncentraciji. DoseZeni z-
vrednosti sta znasali 0,5 za DC in 0,2 za OTC (zadovoljivi rezultati imajo z-vrednosti med
-2 in +2).

Vzporedno s kemijsko metodo (LC/MS/MS) smo vpeljali tudi encimatsko metodo
doloanja tetraciklinov v medu z uporabo ELISA Ridacsreen komercialnega testa
proizvajalca R-Biopharm. Pripravili smo standardni operativni postopek (SOP 375) in
metodo validirali skladno z zahtevami za presejalne metode in je bila akreditirana v letu
2009.

Podobno kot pri razvoju metode za dolocanje ostankov tetraciklinov v medu smo tudi pri
mleku optimiziran postopek preskusili s sodelovanjem v medlaboratorijski preskuSevalni
shemi, ki jo je organiziral evropski referencni laboratorij (CRL) za ostanke antibiotikov
AFSSA (Study code: 09-ZU). Rezultati so bili dobri. Pravilno smo identificirali OTC v

' Potrebno je napisati vsebinsko raziskovalno poroc€ilo, kjer mora biti na kratko predstavljen program dela z
raziskovalno hipotezo in metodolosko-teoretiCen opis raziskovanja pri njenem preverjanju ali zavraanju vkljuéno s
pridobljenimi rezultati projekta.
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dveh od sedmih vzorcev na razli¢nih koncentracijskih nivojih, kjer je bil eden pod drugi
pa je presegel MRL vrednost. DosezZeni z-vrednosti sta znaSali -0,4 in -0,31. Celotna
metoda (ekstrakcija, ¢iS€enje ekstraktov, koncentriranje in kvantitativno vrednotenje z
uporabo internega standarda) se je pokazala kot ustrezna, zato smo pripravili standardni
operativni postopek (SOP 298). V nadaljevanju smo metodo doloditve teraciklinov v
mleku z LC-MS/MS na nivoju potrditve validirali skladno z obstojeCo zakonodajo
(EC/2002/657). Vpliv matriksa pri mleku je bistveno manjsi kot pri medu. V
validacijskem postopku smo preskusili razliéne vrste mleka, od surovega kravjega,
ovéjega in kozjega do posnetega in steriliziranega trajnega mleka. Izbirali smo razli¢no
stare vzorce in na ta naéin preskusili vpliv shranjevanja na rezultate. Ugotovili smo, da je
postopek Cis€enja dovolj uéinkovit, da lahko za vrednotenje uporabljamo umeritveno
krivuljo pripravljeno s katero koli vrsto mleka, razen ov¢jega. Slednje je izjema, pri kateri
je vpliv matriksa na dolocitev vsebnosti oksitetraciklina znaten, zato je potrebno te vzorce
vedno vrednotiti z metodo standardnega dodatka. 1z validacijskega poro€ila je razvidno,
da je razvita metoda primerna za potrjevanje in kvantitativno vrednotenej prisotnih
tetraciklinov v razli¢nih vrstah mleka. Metoda je trenutno v postopku akreditacije (bila je
Ze presojana).

IstoGasno smo vpeljali encimatsko presejalno metodo dolocanja tetraciklinov in beta-
laktamov v mleku s komercialnim testom TWINSENSOR, proizvajalca Unisensor iz
Belgije. Pripravili smo standardni operativni postopek (SOP 391) in metodo validirali za
obe skupini substanc in sicer za tetracikline (tetraciklin, klortetraciklin, doksiciklin in
oksitetraciklin) ter za beta-laktame (penicilin G, ampicilin, amoksicilin, kloksacilin,
nafcilin, cefapirin, cefalonium, cefazolin, cefoperaton, ceftiofur). Primernost metode, ki
smo jo vpeljali potrjuje primerjava postavljenih mejnih vrednosti tetraciklinov in beta-
laktamov v mleku z vrednostmi, ki jih dosega nasa presejalna metoda.

Ob iskanju najustreznejSe potrditvene metode za beta-laktame v mleku smo proucili
starejSe kromatografske metode z uporabo HPLC v kombinaciji z UV-detektorjem in
novejSe LC-MS/MS metode. StarejSe metode so zahtevnej$e in zamudnejSe glede priprave
vzorcev (ekstrakcija, CiSCenje ekstraktov, koncentriranje), poleg tega zahtevajo
predkolonsko derivatizacijo. Slednja je izredno zahtevna in dolgotrajna, poleg tega je
potrebna uporaba toksi¢nega Zivosrebrovega klorida. Kljub nekaterim pomanjklivostim
novejSega LC-MS/MS postopka smo se zaradi prednosti (predvsem enostavna ekstrakcija
in ¢is€enje) odlocili za uvedbo potrditvene metode z uporabo masnega detektorja.

Iz obsezne skupine beta-laktamov smo izbrali tiste, ki so registrirani za uporabo v
veterinarski medicini. NajprimernejSe topilo za pripravo vecine standardnih raztopin je
voda, kljub kratkotrajni stabilnosti takih raztopin. Optimirali smo kromatografski
postopek lo¢be in poiskali znadilne ione, ki nam omogocajo kvantitativno dolocanje. Za
detekcijo smo uporabili masni spektrometer Micromass Quattro Micro. Za ionizacijo smo
uporabili pozitivni elektrosprej pri napetosti na kapilari 4,0 kV. S tuning-om smo poiskali
najprimernejSe ione za detekcijo vsakega od izbranih beta-laktamov na naSem masnem
detektorju. Za ampicilin sta znacilna prehoda med masama 350,1 — 105,8 in 350,1 - 192,0,
za cefalexin 348,1 — 157,9 in 348,1 — 174,1, za cefapirin 424 — 291 in 424 — 151,9, za
cefquinome 529 - 133,9 in 529 - 324,1, za ceftiofur 523,9 - 242,7 in 523,9 - 210,1 ter za
cephalonium 459,0 - 337,1 in 459,0 - 151,9. Kot problemati¢ni so se pokazali sledeci
penicilini: amoksicilin, penicilin G in kloksacilin, pri katerih Se nismo nasli ustreznih
pogojev za masno detekcijo.
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3. Izkoris¢anje dobljenih rezultatov:

3.1. Kaksen je potencialni pomen® rezultatov vasega raziskovalnega projekta za:
a) odkritje novih znanstvenih spoznanj;

b) izpopolnitev oziroma razsiritev metodoloskega instrumentarija;

c) razvoj svojega temeljnega raziskovanja;

d) razvoj drugih temeljnih znanosti;

e) razvoj novih tehnologij in drugih razvojnih raziskav.

DXALICIC]

3.2. Oznacite s katerimi druzbeno-ekonomskimi cilji (po metodologiji OECD-ja)
sovpadajo rezultati vasega raziskovalnega projekta:

Xl a) razvoj kmetijstva, gozdarstva in ribolova - Vkljuduje RR, ki je v osnovi
namenjen razvoju in podpori teh dejavnosti;

[ 1 b) pospesevanje industrijskega razvoja - vkljuduje RR, ki v osnovi podpira razvoj
industrije, vkljuno s proizvodnjo, gradbeni§tvom, prodajo na debelo in drobno,
restavracijami in hoteli, ban¢niStvom, zavarovalnicami in drugimi gospodarskimi
dejavnostmi;

[] ¢) proizvodnja in racionalna izraba energije - vkljutuje RR-dejavnosti, ki so v
funkciji dobave, proizvodnje, hranjenja in distribucije vseh oblik energije. V to
skupino je treba vkljuditi tudi RR vodnih virov in nuklearne energije;

[1d) razvoj infrastrukture - Ta skupina vkljuguje dve podskupini:
e transport in telekomunikacije - Vkljucen je RR, ki je usmerjen v izbolj$avo
in povecanje varnosti prometnih sistemov, vkljuéno z varnostjo v prometu;
e prostorsko planiranje mest in podeZelja - Vkljuéen je RR, ki se nanasa na -
skupno nacrtovanje mest in podezelja, boljse pogoje bivanja in izbolj$ave v
okolju;

X e) nadzor in skrb za okolje - Vkljuuje RR, ki je usmerjen v ohranjevanje fiziCnega
okolja. Zajema onesnaZevanje zraka, voda, zemlje in spodnjih slojev,
onesnaZenje zaradi hrupa, odlaganja trdnih odpadkov in sevanja. Razdeljen je v
dve skupini:

[X] f) zdravstveno varstvo (z izjemo onesnaZevanja) - Vkljuduje RR - programe, ki so
usmerjeni v varstvo in izboljsanje ¢lovekovega zdravja;

[1 &) druzbeni razvoj in storitve - Vkljutuje RR, ki se nanaga na druZbene in kulturne
probleme;

[ ] h) splosni napredek znanja - Ta skupina zajema RR, ki prispeva k splosnemu
napredku znanja in ga ne moremo pripisati dolocenim ciljem;
[]1) obramba - Vkljutuje RR, ki se v osnovi izvaja v vojaske namene, ne glede na

njegovo vsebino, ali na moZnost posredne civilne uporabe. Vkljucuje tudi
varstvo (obrambo) pred naravnimi nesreami.

2 Omacite lahko ved odgovorov.
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3.3. Kateri so neposredni rezultati vasega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaden potencialni pomen in razvojne cilje?

Za potrebe monitoringa nad ostanki veterinarsko-medicinskih uéinkovin v Zzivilih
Zivalskega izvora uporabljamo dve novi presejalni metodi, ki omogocata obdelavo vecjega
Stevila vzorcev isto¢asno in s tem lahko hitreje opravljamo preiskave za potrebe nadzora.

ELISA presejalno metodo uporabljamo za dolocanje tetraciklinov v medu. Metoda je bila
validirana skladno z Odlo¢bo komisije 2002/657/EC in akreditirana v letu 2009 pri
Slovenski akreditacijski hisi (SA).
TWINSENSOR metodo uporabljamo predvsem v primerih, ko z Delvo testom dobimo
pozitivne vzorce mleka. Nova metoda nam omogoca, da lahko dolo¢imo skupino prisotnih
antibiotikov (beta laktami ali teraciklini).
Vpeljana je bila metoda za kvalitativno in kvantitativno dolocanje Stirih tetraciklinov
(tetraciklin, klortetraciklin, oksitetraciklin in doksiciklin) v Zivilih Zivalskega izvora z LC-
MS/MS tehniko. Za mleko je bila metoda tudi v celoti validirana skladno z Odlocbo
komisije 2002/657/EC. SA je prvega in drugega junija 2010 Ze opravila akreditacijski
pregled, tako da sedaj ¢akamo na izstavitev akreditacijske listine. Metodo smo akreditirali
kot fleksibilno, z moZnostjo dopolnjevanja analitov in matriksov. Omenjeno metodo Ze
uporabljamo za potrditev in kvantitativno dolo¢itev tetraciklinov v vzorcih, ki smo jih s
presejalnimi metodami oznacili za sumljive.
7 vpeljanimi metodami je izbolj$an nadzor nad ostanki zadevnih substanc v Zivilih in s
tem neoporecnosti Zivil Zivalskega izvora.

3.4. Kaksni so lahko dolgoro¢ni rezultati vasega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznacen potencialni pomen in razvojne cilje?

Rezultati raziskave omogocajo mednarodno primerljivo izvajanje kontrole vsebnosti
tetraciklinov in beta laktamov v Zivilih Zivalskega izvora in predstavljajo pomembno
osnovo za obvladovanje prisotnosti teh substanc v prihodnosti.
Z omenjenimi postopki bomo lazje izpolnjevali zahteve za potrebe monitoringa nad
veterinarsko-medicinskimi pripravki v Zivilih Zivalskega izvora.
Postopki so tudi uporabni pri Studijah kopiCenja in izloCanja zadevnih ucinkovin v
razli¢nih tkivih pri Zivalih, katerim smo uéinkovino aplicirali.

Metode lahko tudi uporabljamo za §tudije obstojnosti ostankov v tkivih teh Zivali.

3.5. Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja deleZna zaznavnega
odziva?
[ ] a) v domacih znanstvenih krogih;
[ ] b) v mednarodnih znanstvenih krogih;
X c) pri doma&ih uporabnikih;
X] d) pri mednarodnih uporabnikih.

3.6. Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?

Research Centre, Geel, Belgija.

Institute for Reference Materials and Measurements, European Commission Joint
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3.7. Stevilo diplomantov, magistrov in doktorjev, ki so zakljuéili $tudij z vklju¢enostjo v
raziskovalni projekt?

/

4. Sodelovanje z tujimi partnerji:

4.1. Navedite Stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujimi
raziskovalnimi inStitucijami.

/

4.2. Kaksni so rezultati tovrstnega sodelovanja?

/

5. Bibliografski rezultati’ :
Za vodjo projekta in ostale raziskovalce v projekini skupini priloZite bibliografske izpise za
obdobje zadnjih treh let iz COBISS-a) oz. za medicinske vede iz Instituta za biomedicinsko
informatiko. Na bibliografskih izpisih oznacite tista dela, ki so nastala v okviru pricujocega
projekta.

° Bibliografijo raziskovalcev si lahko natisnete sami iz spletne strani:http:/www.izum.si/
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6. Druge reference’ vodje projekta in ostalih raziskovalcev, ki izhajajo iz
raziskovalnega projekta:

Z Institute for Reference Materials and Measurements, European Commission Joint
Research Centre, Geel, Belgija, smo sodelovali pri pripravi certificiranega referen¢nega
materiala oksitetraciklina v mleku ERM-BB492.

SOP 298 (Veterinarska fakulteta Univerze v Ljubljani, Gerbic¢eva 60, 1115 Ljubljana):
Ugotavljanje in potrditev ostankov tetraciklinov (TC, OTC, CTC, DC) z LC-MS/MS.
Odobren 19. 3. 2010, 18 strani.

Validation Report for the Procedure "Identification and Confirmation of Tetracyclines
Residues" with LC-MS/MS - milk. Veterinary Faculty, University of Ljubljana, Gerbiceva
60, 1115 Ljubljana, odobreno 22. 3. 2010, 16 strani.

SOP 375 (Veterinarska fakulteta Univerze v Ljubljani, Gerbic¢eva 60, 1115 Ljubljana):
Preiskava na tetraciklinske antibiotike z ELISA RIDASCREEN® testom. Odobren 29. 5.
2009, 8 starni.

Validation Report for the Procedure "Detection of the Presence of Tetracycline
Antibiotics with ELISA RIDASCREEN® Test". Veterinary Faculty, University of
Ljubljana, Gerbi¢eva 60, 1115 Ljubljana, odobreno 28. 5. 2009, 5 strani.

SOP 391 (Veterinarska fakulteta Univerze v Ljubljani, Gerbi¢eva 60, 1115 Ljubljana):
Preiskava na tetraciklinske in Dbeta-laktamske antibiotike v mleku s testom
TWINSENSOR. Odobren 28. 9. 2009, 7 strani.

Validation Report for the Procedure "Detection of the Presence of some B-lactam and
Tetracycline Antibiotics with TWINSENSOR Test”. Veterinary Faculty, University of
Ljubljana, Gerbi¢eva 60, 1115 Ljubljana, odobreno 5. 6. 2009, 7 strani.

* Navedite tudi druge raziskovalne rezultate iz obdobja financiranja vaega projekta, ki niso zajeti v bibliografske
izpise, zlasti pa tiste, ki se nanasajo na prenos znanja in tehnologije.

Navedite tudi podatke o vseh javnih in drugih predstavitvah projekta in njegovih rezultatov vkljuéno s
predstavitvami, ki so bile organizirane izklju¢no za naro¢nika/naro¢nike projekta.
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