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Pfedmluva

Antimikrobika hraji v humanni i veterinarni mediciné nezastupitelnou roli v 1é¢bé bakterialnich
infekci a v soucasné dobé nejsou k dispozici Zadna alternativni 1éCiva, ktera by antimikrobika v
plném rozsahu nahradila. V poslednich dekadach, konkrétné od roku 1990, navic doslo k
vyraznému poklesu objev(l a zavadéni novych molekul antimikrobik do klinické praxe. Z téchto
dlvodu je klicovym ukolem soucasné mediciny zachovat ucinnost stavajicich antimikrobik, jejichZ
efektivita je vSak vadiné ohroZena zvysujici se prevalenci rezistence mikroorganizmi k nim.
Rezistence k antimikrobidlnim latkdm ve veterindrni mediciné neni problémem jen z hlediska
zdravi zvirat a konsekvencéné i z hlediska ekonomického, primarné je vSak zd(irazriovdn mozny
dopad do vefejného zdravi. Pfenos bakterii rezistentnich k antimikrobidlnim latkam i prenos
rezistence z bakterii, jejichZz zdrojem jsou zvifata, ¢i jimi produkované potraviny jsou dlouhodobé
velmi diskutované. DalSim vyznamnym rizikem je prfenos rezistentnich bakterii ¢i rezistenci
prostfednictvim Zivotniho prostredi, ve kterém jako jeden z faktor( plsobicich selekéni tlak funguji
rezidua veterindrnich |éCiv (predevSim téch poddvanych perordlné v napajeci vodé) ze
zemédélskych chov(, které se mohou dostavat do odpadnich vod a ndsledné do verejnych
kanalizaci a povrchovych vod, kde zpuUsobuji nekontrolovany rozvoj bakteriadlnich rezistenci, ko-
rezistenci a zkfiZzenych rezistenci.

Existuji dvé hlavni cesty vstupu veterindrnich |éciv do Zivotniho prostredi, a to prostfednictvim
pouzivani statkovych hnojiv, kdy se rezidua IéCivych latek ¢i jejich metabolitl (véetné antibiotik)
dostavaji do pady a nasledné jsou v rizné mire vyluhovany do podzemnich a povrchovych vod a
odtud se mohou dostat az do zdroju pitné vody. Druhd cesta je pfimo pres vodni hospodarstvi
farmy, kdy prostrednictvim odpadnich vod ze zemédélskych chovl léciva vstupuji do komunalnich
Cisticek odpadnich vod a odtud do fi¢nich tok(i a pfipadné opét do pitné vody. Koncentrace
antibiotik a jejich metabolitl se tak v povrchovych vodach obecné pohybuje v fadech ng a7 pg.I™.
Nelze vSak jednoznacné urcit zdroj zneclisténi a studii, které uvadéji pfimou souvislost mezi
veterinarnimi antimikrobiky pouZivanymi v Zivoc¢isné vyrobé a Zivotnim prostfedim je stale
nedostatek. Obecné se predpokladd, Ze koncentrace antibiotik a jejich metabolitli jsou v pldach a
dalSich organickych matricich obecné nizsi, napf. konkrétné v pidé z dlvodu jejich vazby na
organicky material nebo schopnosti nékterych mikroorganisml tyto latky metabolizovat a tim
snizovat jejich koncentrace. To vSak nesniZuje jejich potencidl pro vznik antibiotické rezistence.
Nicméné studii, které se timto tématem a analyzami redlnych vzorkd pochazejicich z prostredi
potravinovych zvitat v Ceské republice blize zabyvaji, je stile nedostatek pro pfijmuti jakychkoli
vérohodnych zavéra.

K vySe popsanym aspektlm uzivani veterindrnich antimikrobik v chovech potravinovych zvirat
pfistupuje jesté jeden vyznamny prvek, ktery souvisi s principy EU politiky, obecné nazyvané jako
»Zelena dohoda pro Evropu” (Green deal), a to Environmental, Social, and Governance reporting
(ESG). ESG reporting se predevsim zabyva poskytovanim informaci o environmentdlnich, socialnich
a spravnich aspektech kazdého podnikani, véetné udrzitelnosti 11. Pfechod na udrzitelné modely v
zemédélstvi se tak rychle pfesouvd z nadSeneckych iniciativ pro eko-zemédélstvi, do roviny nutné
povinnosti, a to nejen z regulatorniho pohledu, ale i z pohledu obchodniho, ekonomického a
odpovédného podnikani vici Zivotnimu prostiedi. Nase prace v této metodice byla tedy zaméren3,
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mimo jiné, na vypracovani vhodnych analytickych nastroji a bilan¢nich vypoctd pro budouci
povinné reportovani Urovné vlivu pouzivani antimikrobik na produkénich dribezZich farmach a
velkochovech brojlerd s primymi dopady na Zivotni prostiedi. Dale, metodika je rovnéz
koncipovana tak, aby mohla slouzit i jako rozhod¢i metodika pro posouzeni optimalniho uzivani
veterinarnich |éCiv v dribeZich chovech z pohledu ustfednich kontrolnich organa.

I. Cil metodiky

Cilem uplatnéné metodiky je analytickd identifikace, monitorovani a kvantitativni stanoveni
analytQ vybranych antimikrobik (pfipadné jejich metabolitQ) v prostfedi drlbezZich produkcnich
chovll metodou LC-MS/MS(HR). Vyvinuta analytickd metodika na bazi kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim je orientovana na antimikrobika veterindrnich
[é¢ivych pripravku registrovanych pro driibeZ uréenou k produkci masa. Metodika slouzi pfedevsim
pro potfeby dribeZich chovl v oblasti monitoringu a mapovani zatézi zivotniho prostredi rezidui
téchto veterinarnich |éciv pochazejicich z produkénich chovll drlbeze vramci udrzitelného
zemédélstvi. Metodika mlZe byt vyuZita rovnéz pro utredni kontrolu ucelného a optimalniho
uzivani antimikrobik v produkénich chovech drlibeze na farmach.

Tato analytickd metodika, kterd byla vyvinuta vrdmci projektu ¢. QK22020066 (,Opatieni na
snizovani spotfeby a racionalni uZiti antibiotik ve vykrmu brojlerd v Ceské republice”), je rychla,
pfesnd a vysoce citliva a jednoznacné identifikuje a kvantifikuje prfitomnost téchto nejuzivanéjsich
antimikrobik: enrofloxacin, ciprofloxacin, sulfametoxazol, trimethoprim, amoxicilin a doxycyklin v
napajeci vodé, odpadnich vodach a v podestylkach v dribezZich chovech. Pro tyto cilové analyty je
metodika pIné validovana dle VICH-2 (1).

Metodika je dale schopna jednoznacné identifikovat a monitorovat na zdkladé charakteristickych
RT a presnych molekulovych hmot AM celou fadu dalSich antimikrobik, ktera jsou registrovana
jako hromadné vyrabéna veterinarni léCiva pro dribeZz, napf. analyty: tetracyklin, oxytetracyklin,
chlortetracyklin, florfenicol, ampicilin, oxacilin, procain penicilin, cefalexin, ceftiofur, sulfadimidine,
sulfadimethoxin, sulfadoxin, sulfadiazin, erythromycin, tylosin, tylvalosin, tilmikosin,
gamithromicin, linkomycin, gentamicin, neomycin, marbofloxacin, kolistin, tiamulin a valnemulin.
Celd metodika je navriena tak, aby v pfipadé potfeby mohly byt pridavany dalsi cilené analyty
antimikrobik, které budou monitorovany a validovany.
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Il. Vlastni popis metodiky

1. Cast informativni
1.1 Ndzev metody

Identifikace a kvantitativni stanoveni vybranych antimikrobik metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim v prostfedi dribeZzich chov.

1.2 Princip metody

Princip pouzité metody je zaloZen na analytické separaci vzork(i na chromatografické koloné pomoci
kapalné mobilni faze (kapalinovd chromatografie, LC) a nasledné identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych latek pomoci hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) s vysokym rozliSenim
(HR). Tato fyzikalné-chemicka metoda slouzi pro urc¢ovani hmot molekul (m/z) a jejich ¢asti, jez je
tfeba k tomu ucelu prevést na kladné nebo zdporné ionty a ndsledné tyto ionty rozliSit podle
poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a zaznamu relativnich intenzit téchto iontl. MS je mimoradné
citlivd, destruktivni analytickd metoda, ktera pfi minimdlni spotfebé vzorku urcuje molekuldrni
hmotnost (MW) a dalsi strukturaini informace analyzované organické latky.

1.3 Analyty

Amoxicillin trihydrate (CAS 61336-70-7), Ciprofloxacin (CAS 85721-33-1), Doxycycline hyclate (CAS
24390-14-5), Enrofloxacin (CAS 93106-60-6), Sulfamethoxazole (CAS 723-46-6), Trimethoprim (CAS
738-70-5).

1.4 Rozsah a pouzitelnost metodiky

Metodika je pouzitelnd pro stanoveni antimikrobik: amoxicillinu (AMX), ciprofloxacinu (CIP),
enrofloxacinu (ENR), sulfamethoxazolu (SMX) a trimethoprimu (TMP) ve vzorcich napdjeci a
odpadni vody v koncentraénim rozsahu 0,5 pg.I'r — 500 pg.It a ve vzorcich stdjové podestylky
v koncentraénim rozsahu 0,5 pug.kg* — 250 pg.kg™.

1.5 Analyticko-statisticka charakteristika metody

Identifikace a prokazovani méreného analytu ve vzorcich je zaloZzeno na méreni presnych hmot
(mass accuracy) odpovidajicich kladnych iont prekurzord a produktovych iontl s vyuzitim kritéria
pro Spravnost (4ppm < 5). Kvantifikace analytu je zaloZzena na zadkladé matricové kalibracni kfivky
s nasledujicimi vypoctenymi kritickymi body citlivosti: LOD a LOQ (vice viz kapitola — Validace
metody).

CM 150/2024, ISBN 978-80-7672-057-2
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Stanoveni sledovanych latek analytickou metodou LC- MS/MS s vysokym rozliSenim je za danych
podminek vysoce specifické a pfi mérenich nebyly pozorovany zadné interference v oblasti vyskytu
odezvy analytl pro zvolené matrice voda a podestylka.

1.7 Interni kontrola metody

Jako interni standardy (IS) byly pouZity izotopicky znaceny Enrofloxacin — D5 — hydrochloride (ENR-
D5; Sigma-Aldrich, Némecko) a Amoxicillin — D4 (AMX-D4; Toronto Research Chemicals, Kanada).

Vsechny vzorky byly na zac¢atku zpracovani fortifikovdny roztokem obou internich standard( na
vyslednou koncentraci 1 pg.I"t u vzork( vody a na koncentraci 5 pg.kg™* u vzork( podestylky.

1.8 Externi kontrola metody

Planovana ucast v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach.

2. Pracovni postup metodiky
2.1 Chemikalie, standardy

Pro vyvoj analytické metody a k tomu se vztahujicim analyzam byly pouzity analytické standardy
antimikrobiotickych latek Amoxicillin trihydrate (CAS 61336-70-7), Ciprofloxacin (CAS 85721-33-1),
Doxycycline hyclate (CAS 24390-14-5), Enrofloxacin (CAS 93106-60-6), Sulfamethoxazole (CAS 723-
46-6), Trimethoprim (CAS 738-70-5). Jako interni standardy IS byly pouzZity izotopicky znaceny
Enrofloxacin — D5 — hydrochloride (Sigma-Aldrich, Némecko) a Amoxicillin — D4 (Toronto Research
Chemicals, Kanada). Kalibra¢ni roztoky pro mass accuracy — Pierce ESI Positive/Negative lon
Calibration Solution byly pofizeny od dodavatele Thermo-Fisher Scientific CZ. Chemikalie metanol,
voda (v Cistoté pro HPLC/MS) a kyselina mravenci byly nakoupeny u dodavatele Sigma-Aldrich CZ.
Kapalny dusik v kvalité 5.0 byl dodan firmou Messer CZ.

2.2 Priprava kalibracnich roztokt a kontrolnich vzorku (QC)

Zasobni roztok standard( byl pfipraven o koncentraci 1 g.I"! (1 mg standardu byl rozpus$tén v 1,0 ml
100% metanolu; AMX a AMX-D4 v 50% roztoku metanolu). Pracovni roztoky standard( byly
pfipraveny o potiebné koncentraci odpovidajicim naredénim zasobniho roztoku pfidavkem 50%
metanolu.

Pracovni roztoky byly pouZity pro pripravu matricové kalibracni kfivky v koncentracnich hladinach
0,5; 2,5; 5,0; 10; 50; 100; 250 a 500 pg.I! v pfipadé vody a 0,5; 2,5; 5,0; 10; 50; 100; 250 ug.kg?* v
pFipadé podestylky. Kazdy vzorek byl fortifikovan roztoky obou IS (1 pg.I! vzorky vody a 5 pg.kg™
vzorky podestylky).

CM 150/2024, ISBN 978-80-7672-057-2
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y (Quality Control, QC) byly pouZity roztoky o koncentraci 0,5; 50 a 100 pg.I*
v pFipadé vody a 0,5; 50 a 100 pg.kg! v pFipadé podestylky.

Vsechny roztoky byly skladovdny pfi -20 °C v mrazicim boxu. Zasobni roztoky standard( jsou
stabilni maximalné 1 rok, pracovni roztoky jsou stabilni minimalné 1 mésic.

2.2 Analytické zarizeni

Analytickd metoda byla vyvinuta na chromatografickém systému Vanquish Horizon spojeném
s hybridnim tandemovym hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim (High Resolution,
HR) na bazi orbitrapu oznaceném QExactive s H-ESI ionizacnim zdrojem (oboji Thermo Fisher
Scientific, USA). Pro softwarové fizeni hmotnostniho spektrometru byl pouzit program Xcalibur v.
3.1 (Thermo Fischer Scientific, USA). Méfeni bylo provedeno v analytické laboratofi vybavené
klimatizaci udrzujici teplotu v rozmezi 21 + 0,5 °C.

2.3 Vzorkovani

Vzorky napdjeci vody byly odebrany v hale znapdjeciho systému (Obrazek 1 a, b). Vzorky
odpadnich vod byly odebrany z jimky odpadnich vod v drlibezaiském podniku a pfipadné z nadrzi
Cistirny odpadnich vod (Obrdzek 1 c, d). Vody byly odebrdny do sklenéné lahve typu Duran se
Sroubovacim uzdvérem o objemu 1 | a byly fddné oznadeny. Do zpracovani (max. 48 hod) byly
uchovavany v lednici pfi 5 - 8 °C. Podestylka byla odebrdna v dribezarské hale pred a po ukonceni
turnusu (Obrdazek 1 e, f). Odbér byl proveden do odbérovych sackd, sacky byly popsany a do
zpracovani (max. 48 hod) byly uchovavany v lednici pti 5 - 8 °C. Vzorkovani v ptipadé potfeby miize
byt rozsiteno o stéry prachovych vrstev kritickych mist v halach — vétraky, teplomety, rlizna
technologicka zarizeni (Obrazek 1 g, h, ch).

Obrazek 1a,1 b — Fotografie pitka (detail) a napajeciho systému v hale
I e - .




Vyzkumny ustav Sekretariat:

veterinarniho lékarstvi, v. v. 1., +420 5 3333 2501
VYZKUMNY USTAV Veterinary Research Institute
VETERINARNIHO Hudcova 296/70 Operator:
LEKARSTVI, v. v. i. 621 00 Brno +420 5 3333 1111
vri@vri.cz WWW.Vri.cz

Obrazek 1c, 1d — Fotografie odpadni jimky a kofenové Cistirny odpadnich vod

Obrazek 1g, 1h, 1ch — Fotografie vétraku a technologickych zafizeni v haldch
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up pripravy vzorku

2.4.1 Voda (napdjeci a odpadni)

=

Odebrat 4990 pl vody do 5 ml centrifugacni zkumavky.

Pfidat interni standardy: 5 pl AMX-D4 (c = 1 pg.mlt) a 5 pl ENR-D5 (c = 1 pg.ml?). Kratce
promichat pomoci vortexu.

Odstredit na centrifuze (10 min, 4 °C, 11 000 rpm).

Ciry supernatant odebrat do sklenéné Kimbel bariky.

Odpafit na termovapu pod mirnym proudem dusiku pfi 50 °C.

Odparek rozpustit ve 200 pl smési metanolu a vody (50:50).

Vzorek prevést do centrifugacni zkumavky a centrifugovat (10 min, 4 °C, 14 500 rpm).
Odebrat Ciry supernatant do insertu vloZzeného do vialky.

Do analyzy byly vzorky uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

N

I R A o

2.4.2 Podestylka

1. Do 15 ml centrifugaéni zkumavky navazit 1 g zhomogenizované podestylky.

Pfridat 2 ml metanolu (100%).

Pfidat interni standardy: 5 pl AMX-D4 (c = 1 pg.mlt) a 5 pl ENR-D5 (c = 1 pg.ml?). Kratce
promichat pomoci vortexu.

Trepat 20 min na multispeedvortexu (cca 1500 rpm).

Odstredit na centrifuze (10 min, 4 °C, 11 000 rpm).

Ciry supernatant odebrat do sklenéné Kimbel bariky.

Odpafrit na termovapu pod mirnym proudem dusiku pfi 35 °C.

Odparek rozpustit ve 200 pl smési metanolu a vody (50:50).

. Vzorek prevést do centrifugacni zkumavky a centrifugovat (10 min, 4 °C, 14 500 rpm).
10. Odebrat ciry supernatant do insertu vioZzeného do vialky.

11. Do analyzy byly vzorky uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

W

©w N U A

2.5 Analyticka metoda méreni
2.5.1 Chromatograficka separace pro kvantifikaci

Vzorky pfipravené pro cilenou analyzu byly pfimo nastfiknuty do chromatografického systému
Vanquish Horizon spojeného s hmotnostnim spektrometrem. K chromatografické separaci byla
pouzita kolona Luna® Omega C18 (100 x 2,1 mm; 1,6 um) a predkolona UHPLC C18 (10 mm x 2.1
mm, 3 um) oboji od Phenomenex® (USA). Analyticka kolona byla temperovana na 40 °C a pritok
kolonou byl konstantné nastaven na 200 pl.mint. Nastfikovany objem vzorku byl 10 ul. Mobilni
faze byla slozena z 0,1 % roztoku kyseliny mravenci a 5 % roztoku metanolu ve vodé (A) a 0,1 %
roztoku kyseliny mravenci a 5 % vody v metanolu (B). PouZity gradient mobilni faze je uveden
v Tabulce 1, doba analyzy vzorku byla 10 minut.
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mobilni faze
Cislo | Cas (min) | Priitok (ul/min) | A (%) | B (%)

1 0,0 200 90 10

2 0,5 200 90 10

3 5,5 200 45 55

4 8,0 200 0 100

5 8,5 200 90 10

6 10,0 200 0 100

2.5.2 Hmotnostni spektrometrie pro identifikaci a kvantifikaci

Tandemovy hybridni hmotnostni spektrometr typu orbitrap QExactive méfi v pozitivnim modu
s vyhfivanym elektro sprej ioniza¢nim zdrojem (ESI+). Pro cilenou analyzu detektor pracuje
v nastaveném modu Paraller Reaction Monitoring (PRM) s vysokym rozliSenim, rozliSovaci
schopnost (Resolving Power, RP) = 17.500 FWHM pro kvantifikaci a 140.000 FWHM pro
identifikaci. Nastaveni hmotnostniho spektrometru je nasledujici: Sheath gas flow rate 10 (unit),
Aux gas flow rate 1 (unit), Spray voltage 3.9 (kV), Capillary temp. 320 (°C), Heater temp. 200 (°C), S-
lens RF level 50, AGC target 5.e® a Maximal inject time 50 (ms). Externi kalibrace hmotnostniho
analyzatoru Q-Orbitrap byla provadéna po 48 hodinach pomoci Pierce LTQ ESI kalibrac¢nich roztokd
(Thermo Fisher Scientific, USA). Cely LC-(HR)MS systém je fizen a namérend data jsou ukladdna a
procesovana pomoci softwaru Excaliber 3.10, data pro identifikaci jsou vyhodnocovana pomoci
expertniho softwaru Mass Frontier v.7.0.

2.6 Kalibrace hmotnostniho spektrometru na pfesnou hmotu (mass accuracy)

Kalibrace MS spektrometru na pfesnou hmotu byla provadéna externé na zakladé kalibracnich
roztokd Positive lon Calibration Solution a Pierce ESI Negative lon Calibration Solition. Vysledek
externi kalibrace je uveden na ndsledujicich obrazcich (Obrazek 2, 3). Povolend chyba méreni
(spravnost) je £ 3 ppm pro pouzity hmotnostni spektrometr QExactive. Interni kalibrace byla
nastavena na presnou hmotu aduktd iontu acetonitrilu MW [M+Na]* = 64.01577, MW [Mx+H]* =
83.06037 a probihala kontinudlné v nastaveném modu mass-lock.

Mass accuracy

—— RMS deviation miz 1381 m/z 1951 miz5243
— miz 12220 —— Mz 14220 —— mZ16220

miz dev [ppm]

Scan

Obrazek 2 — Pozitivni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,20/0,19 ppm)
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Mass accuracy

—— FMS deviation miz 265.1 miz 514.2 miz1280.0
— mz1380.0 —— miz 1430.0 —— Mz 13800 mz 1650.0
—— miz 17800

m/z dev [ppm]

T T T T T d
0 3 10 13 20 235
Scan

Obréazek 3 — Negativni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,18/0,25 ppm)

2.7 Standardy analyttl pro identifikaci, prokazovani a kvantifikaci

U standard@ analyt byla zméFena hmotnostni spektra MS* ve vysokém rozliseni (RP = 140.000) a
nasledné charakteristickd produktova (fragmentaéni) spektra MS? (RP = 17.500). Z naméFenych dat
byly vypocteny velikosti povolenych odchylek od teoretické presné hmoty (Spravnost, Mass
accuracy) pro odpovidajici ionty prekurzorl a fragmentld (produktovych iontd) standardd.
Vypoctené odchylky musi pro sprdvnou identifikaci analytu odpovidat kritériu MA < 5 A ppm.
Vysledky méreni jsou uvedeny v nasledujicich tabulkdch (Tabulka 2 a 3) a pfiklady namérenych
hmotnostnich spekter jsou uvedeny na ndsledujicich obrdzcich (Obrazek 4a, b; 5a, b; 6a, b; 7a, b;
8a, b; 9a, b; 10a, b; 11 a, b). Parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru pro ziskani
maximalnich intenzit odezev pro standardy byly vyuZity pro nastaveni hmotnostniho detektoru pro
nasledné méreni vSech vzorkd.

Tabulka 2 — Mass accuracy (spravnost) pro prekurzorové ionty standardd (MS?) v modu Fullscan

Analyt Elementarni Experimentalni Teoreticka Spravnost
formula molekulova molekulova
hmotnost (m/z) | hmotnost (m/z) (& ppm)
Amoxicillin [C16H26N30sS]* 366,11185 366,11182 0,08194
Ciprofloxacin [C17H1sFN3Os]* 332,14035 332,14050 -0,46564
Doxycycline [C22H25N20s]* 445,16043 445,16054 -0,24710
Enrofloxacin [C19H23FN3O3]* 360,17273 360,17180 2,58210
Sulfamethoxazole [C10H12N303S]* 254,06010 254,05939 2,79462
Trimethoprim [C14H19N403]* 291,14514 291,14517 -0,10304
Amoxicillin - D4 [C16D4H15N30sS]* 370,13690 370,13693 -0,05403
Enrofloxacin - D5 [C19DsH18FN3O3]* 365,20297 365,20318 -0,57502

Pozn.: Spravnost (Mass Accuracy) - relativni rozdil mezi experimentalné ziskanou hodnotou m/z a teoreticky
vypoétenou m/z iontu vztaZenou k teoretické hodnoté m/z (* 10°) vyjadfeno v A ppm.
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Targeted-MS? a odpovidajici interni standardy (IS) k jednotlivym analytim
Analyt Prekurzor iont | Produkt iont pro Dalsi produkt IS Kolizni
(m/z) kvantifikaci iont pro energie
(m/z) identifikaci (m/z) (eV)
Amoxicillin 366,11185 349,08600 208,04298 Amoxicillin - D4 17
Ciprofloxacin 332,14035 231,05659 249,06729 Enrofloxacin - D5 60
Doxycycline 445,16043 428,13428 321,07578 Enrofloxacin - D5 40
Enrofloxacin 360,17273 84,08147 286,09900 Enrofloxacin - D5 60
Sulfamethoxazole 254,06010 92,05028 156,01189 Enrofloxacin - D5 35
Trimethoprim 291,14514 230,11591 261,09787 Enrofloxacin - D5 45
Amoxicillin - D4 370,13690 353,1108 212,06763 - 17
Enrofloxacin - D5 365,20297 89,11281 288,11157 - 60
AMX_FullMS_positive_01 #14 RT: 0.06 AV: 1 NL: 2.86E3
T: FTMS + p ESI Full ms2 366.1000@hc
100 366.11185
90—
80*:
70—
60~
50—
a0~
30—
20~
10~
0:‘\“ T L L I A L R L I R L R I I
365.4 365.6 365.8 366.0 366.2 366.4

m/z

Obrazek 4a — Pfiklad pozitivhiho (ESI+) hmotnostniho spektra MS* pro standard amoxicillin -
prekurzorovy iont = 366,11185 (m/z)
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AMX_MSMS_17NCE_positive_01 #11 RT: 0.05 AV: 1 NL: 9.77E4
T: FTMS + p ESI Full ms2 366.1000@hc

1004 114.00127 208.04298

349.08600

211.07172

160.04288 234.02246 321.09131
305.09625

91.65838
70.06601 ‘
\‘m!um‘m g 11

180.04816
Wl
T T

145.67448
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|
L
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392.46008

100
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m/z

Obrazek 4b — P¥iklad pozitivniho (ESI+) produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard

amoxicillin pfi 17eV HCD - produktové ionty 349,08600 a 208,04298 (m/z)

CIP_100ngmI_FullMS_positive_01 #32 RT: 0.14 AV: 1 NL: 2.21E5
T: FTMS + p ESI Full ms2 332.0000@hc

100 332.14035

N w N (4] (2] ~
o o o o o o
pevc b e v e B free |

=
o

o

L A TTTTpTTTT IR R TTTTTTTIT T T
332.05 332.10 332.15 332.20
m/z

I AR
332.25

Obrézek 5a — Pfiklad pozitivniho (ESI+) hmotnostniho spektra MS?* pro standard ciprofloxacin -

prekurzorovy iont = 332.14035 (m/z)
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CIP_100ngml_MSMS_60NCE_positive_01 #25 RT: 0.11 AV: 1 NL: 5.92E4
T: FTMS + p ESI Full ms2 332.0000@hc

100 231.05659

90—

80—

70—

60—

50—

40—

30 203.06157

1 249.06729
20—
] 332.14056
103 70.06593 97.56063 162.93669 189-07611 ‘ ‘ 273.21323 303.98026 350.42160
I T A e [ I
50 100 150 200 250 300 350
m/z

Obrazek 5b — P¥iklad pozitivniho (ESI+) produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard
ciprofloxacin pfi 60eV HCD - produktové ionty 231,05655 a 249,06729 (m/z)

DOX_FullMS_positive_01 #76 RT: 0.34 AV: 1 NL: 3.98E6
T: FTMS + p ESI SIM ms [444.6000-445

100 445.16043

A O O N 0 ©
O O O o o o

w
o

=N
o O

445.31360 445.40677

]
444.7 444.8 444.9 445.0 445.1 445.2 445.3 445.4 445.5 445.6
m/z

o

Obrézek 6a — Pfiklad pozitivniho (ESI+) hmotnostniho spektra MS?* pro standard doxycycline -
prekurzorovy iont = 445,16043 (m/z)
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DOX_MSMS_NCE40_positive_01 #26 RT: 0.12 AV: 1 NL: 1.05E6
T: FTMS + p ESI Full ms2 445.1000@hc
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Obrazek 6b — P¥iklad pozitivniho (ESI+) produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard

doxycycline pfi 40eV HCD - produktové ionty 428,13428 a 321,07578 (m/z)

ENR_FullMS_positive_001 #12 RT: 0.05 AV: 1 NL: 2.42E4
T: FTMS + p ESI SIM ms [359.6000-360

100 360.17273

N w S [9)] [*2] ~ o] ©
o o o o o o o o
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Obrazek 7a — Pfiklad pozitivniho (ESI+) hmotnostniho spektra MS?* pro standard enrofloxacin -

prekurzorovy iont = 360,17273 (m/z)

CM 150/2024, ISBN 978-80-7672-057-2



Vyzkumny astav

Sekretariat:

veterinarniho lékarstvi, v. v. i., +420 5 3333 2501
VYZKUMNY USTAV Veterinary Research Institute
VETERINARNIHO Hudcova 296/70 Operator:
LEKARSTVI, v. v. i. 621 00 Brno +420 5 3333 1111
vri@vri.cz WWW.VI'i.CZ
ENR_MSMS_NCEG60_positive_01 #18 RT: 0.08 AV: 1 NL: 9.66E6
T: FTMS + p ESI Full ms2 360.1000@hc
100 245.10875
90—
80—
70— 286.09900
0= 84.08147 203.06178
-72.08157
50—
404 360.17218
30
3 189.04614
20—
] 176.07471 231.09308 258.06763
104 135.04817 - 304.10947
] ‘” \98'\99700 H Lol ol Lol H‘ il ‘ "‘ ‘ ! ‘ H I 340.16599
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Obrazek 7b — P¥iklad pozitivniho (ESI+) produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard
enrofloxacin pfi 60eV HCD - produktové ionty 84,08147 a 286,09900 (m/z)

SMX_100ngml_FullMS_positive 02 #32 RT: 0.14 AV:1 NL: 6.24E6
T: FTMS + p ESI Full ms2 254.0000@hcd20.00 [60.0000-280.0000]

100+ 254.06010
959
909
85
809
75
709
659
607
559
503
459
407
359
309
257
209
154

109

53

253.95117 1 255.05862
L e . ) L e ) B B B
2531 253.2 253.3 2534 2535 253.6 2537 253.8 253.9 254.0 254.1 2542 2543 254.4 2545 2546 2547 2548 254.9 255.0 255.1
miz

o 254.17232

Obrazek 8a — Pfiklad pozitivniho (ESI+) hmotnostniho spektra MS?! pro standard sulfamethoxazol -
prekurzorovy iont = 254,06010 (m/z)
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SMX_MSMS_NCE35_positive_01 #16 RT: 0.07 AV: 1 NL: 7.15E6
T: FTMS + p ESI Full ms2 254.0000@hc
100, 156.01189
90—
80—
70~
60—
50— 108.04510
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Obrazek 8b — P¥iklad pozitivniho (ESI+) produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard

sulfamethoxazol pti 35eV HCD - produktové ionty 92,05028 a 156,01189 (m/z)

TMP_FullMS_positive_001 #7 RT: 0.03 AV: 1 NL: 2.57E7
T: FTMS + p ESI SIM ms [290.9000-291

100 291.14514
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291.01093

o

291.27664

290.90

T T T T T T T L L N
291.00

L T L T
291.10 291.15 291.20 291.25

m/z
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Obrézek 9a — Pfiklad pozitivniho (ESI+) hmotnostniho spektra MS?* pro standard trimethoprim -

prekurzorovy iont = 291,14514 (m/z)
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TM_MSMS_NCE45_positive_01 #30 RT: 0.13 AV: 1 NL: 3.75E7
T: FTMS + p ESI Full ms2 291.1000@hc
100— 230.11591
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Obrazek 9b — P¥iklad pozitivniho (ESI+) produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard
trimethoprim pfi 45eV HCD - produktové ionty 230,11591 a 261,09787 (m/z)

AMX_D4_FullMS_positive_01 #34 RT: 0.15 AV: 1 NL: 1.32E7
T: FTMS + p ESI SIM ms [369.6000-370

100, 370.13690
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Obrazek 10a — PFiklad pozitivniho (ESI+) hmotnostniho spektra MS? pro standard amoxicillin — D4
(interni standard) - prekurzorovy iont = 370,13690 (m/z)
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AMX_D4_MSMS_17NCE_positive_01 #40 RT: 0.18 AV: 1 NL: 2.00E6
T: FTMS + p ESI Full ms2 370.1000@hc
212.06763
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Obrazek 10b — Pfiklad pozitivniho (ESI+) produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard
amoxicillin — D4 (interni standard) pfi 17eV HCD - produktové ionty 212,06763 a 353,11008 (m/z)

ENR_D5_FullMS_positive_001 #71 RT: 0.63 AV: 1 NL: 5.24E8
T: FTMS + p ESI SIM ms [364.7000-365
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Obrazek 11a — P¥iklad pozitivniho (ESI+) hmotnostniho spektra MS?! pro standard enrofloxacin — D5
(interni standard) - prekurzorovy iont = 365,20297 (m/z)
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ENR_D5_MSMS_NCE60_positive_01 #20 RT: 0.18 AV: 1 NL: 4.74E7
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Obrazek 11b — Pfiklad pozitivniho (ESI+) produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard
enrofloxacin — D5 (interni standard pfi 45eV HCD - produktové ionty 89,11281 a 288,1157 (m/z)

2.8 Kalibrace a standardizace

Pro kvantifikace byla pouZita metoda , pfidavku interniho standardu”, kazdy vzorek byl fortifikovan
roztoky obou internich standardt IS (1 pg.I™t vzorky vody a 5 pg.kg?* vzorky podestylky).

2.9 Management kvality vysledkii méreni

Do kazdé sekvence na zacatek a konec méreni byly zarazeny QC vzorky, pfipravené z matric, u
kterych byla dfive prokdazana nepfitomnost analytd. QC vzorky byly fortifikovany roztoky
standardd stanovovanych analytd na hladinu koncentrace 50 pg.I* u vzorkd vod a 50 pg.kg* u
vzorkd podestylky. Do kazdého vzorku byly pridany také oba IS. Odezvy monitorovanych vzorkd se
porovnavaji s odezvami kontrolnich vzorka (QC).

2.10 Kvantifikace

Pfi konfirmacnim stanoveni se kvantifikace ,pozitivnich” vzork(i provede vypoctem z matricové
kalibracni krivky, ktera byla namérena s pridavkem interniho standardu. Jako nezavisle proménna
X je zvolena koncentrace analytu a zdvisle proménnd Y je ddna pomérem ploch
standardu/internimu standardu.
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z

2.11 Urceni nejistoty (chyby) vysledk( méfeni

Nejistota méreni byla stanovena dle postupu uvedeného v dokumentu GUM:1995 (Pokyn ISO/IEC
98-3) na zdkladé vyhodnoceni dat ziskanych v pribéhu validace metody s vyuzitim standardni
smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti (RSD v-i rep.).

2.12 Uvadeéni vysledkd méreni
Vysledek je uvadén ve tvaru: x * U (pg.I?; pg.kg?)
X..... namérena hodnota

U.... je rozsifena nejistota vypoctena jako U = 2 * RSD v rep.

V pfipadé, ze namérena hodnota je mensi nez limit detekce LOD, pak se vysledek uvede jako N.D.
( ,Nedetekovano” nebo ,Not detected”).
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Validace metody byla provedena na zakladé dokumentu VICH Topic GL2 - Validation Methology
(1998).

3.1. Popis provedeni validace

Pro stanoveni parametr( kalibracni kfivky (linearita), limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ)
byl pouZit koncentraéni rozsah véech analytd 0,5 — 500 pg.I* pro vodu a 0,5 — 250 pg.kg? v pFipadé
podestylky. Oba dva IS byly pouzity v koncentraci 1 pg.I'* u vody a 5 pg.kg? u podestylky. Pro
kazdou koncentraéni hladinu byly ptipraveny 3 vzorky a kaZzdy vzorek byl zméfen dvakrat.
Kalibracni kfivky byly zméreny ve 3 rliznych dnech.

Pro stanoveni presnosti vyjadiené jako RSD (relativni smérodatnd odchylka) byla méreni
opakovéna s koncentracemi 0,5 a 100 pg.I"* u vody a 0,5 a 100 pg.kg™* u podestylky ve 3 méfenich
ve 3 rizné dny.

Priklady zjisténych redlnych koncentraci pro enrofloxacin, ciprofloxacin ve vybranych matricich
v dribeZich produkcnich haldach a v bezprostfednim okoli téchto hal po poddni registrovaného
veterindrniho Iécivého pFipravku s obsahem enrofloxacinu jsou ndsledujici:

Uvedené koncentra¢ni hladiny vychdazeji z vlastnich méreni vzorkll odebranych v produkénich
drlibezarskych haldach a vjejich bezprostifednim souvisejicim okoli a byly porovnany
s publikovanymi koncentraénimi hladinami v CR a EU.

Produkcni haly

Koncentrace enrofloxacinu (ENR) a jeho metabolitu ciprofloxacinu (CIP) ve vzorcich odebranych v
prostorach produkénich hal pred zahdjenim a po ukoncéeni vykrmového turnusu se pohybovaly
v rozmezi od 0 (< LOD) aZ do 10 ng.ml? (ng.g* v podestylkach). Nejvy$si hodnoty byly opakované
naméfeny v napajecich vodach v rozmezi 200 — 350 ng.ml.

X

Studie v Polsku v dribezich farmach, kdy ,prokazatelné” nebyla aplikovana hromadna medikace ve
vodé, uvadi koncentrace 2 aZ 1670 pg.I* ENR v napdjecich vodach (Gbylik-Sikorska M. et al.,
2015). Jedina publikovand studie z CR uvadi 20600 ng.g, 38800 ng.g! a 51100 ng.g' ENR
v podestylce v 1., 3. a 7. dnu hromadné aplikace ENR (Fucik J. et al., 2024).

Zivotni prostredi v okoli produkénich hal

Koncentrace enrofloxacinu (ENR) a jeho metabolitu ciprofloxacinu (CIP) ve vzorcich odebranych v
bezprostrednim okoli hal byly nejvyssi v odpadnich jimkach, které se pohybovaly v rozmezi 600 —
800 ng.ml! pro jednotlivé analyty. Koncentrace v odpadni vodé mistni kofenové COV byly
naméfeny jen pro CIP opakované okolo hodnot 430 ng.ml?, pro analyt ENR byly naméfeny
hodnoty koncentraci < LOD.

Studie publikovana v roce 2016 provedena v Severni Francii; Nord-Pas-de-Calais uvadi namérené
koncentrace 33 pg.I! v fekdch a 23 pg.I"t v laguné pro ENR a 162 — 182 pg.I v fekdch a 129 pg.I?
v laguné celkovych fluorochinolonli (FQ) v Zivotnim prostfedi souvisejicim z farmovou produkci
drlibezich potravin (Tlili I. et al., 2016).

CM 150/2024, ISBN 978-80-7672-057-2



Vyzkumny tstav Sekretariat:

veterinarniho lékarstvi, v. v. 1., +420 5 3333 2501
VYZKUMNY USTAV Veterinary Research Institute
VETERINARNIHO Hudcova 296/70 Operator:
® LEKARSTVI, v.v.i. 621 00 Brno +420 5 3333 1111
vri@vri.cz WWW.Vri.cz

3.2.1 Selektivita/specifita

PouZitd analytickd metoda méFeni LC-MS/MS s vysokym rozlisenim v médu PRM (MS?) je vysoce
selektivni a nevznikaji zadné interference mezi analytem a pouZitou matrici, viz. chromatogramy
cilenych analyt( a Cistych matric (Prilohova ¢ast). Selektivita byla prokdzana pomoci 6 jednotlivych
zdroju pfislusné slepé matrice (napajeci vody a podestylky z riznych hal odebranych v riznych
terminech), které byly individualné analyzovany a vyhodnoceny na interferenci.

3.2.2 Linearita

Kromé slepych blank vzork( (zpracovany vzorek matrice bez analytu a bez IS) a nulovych vzork(
(zpracovanda matrice pouze s IS) bylo pouzito Sest Urovni kalibracni koncentrace. Kazdy kalibracni
standard byl analyzovany v duplikatech. Matricové kalibra¢ni kfivky pro napajeci vody a podestylky
byly vyhodnoceny na zakladé linedrni regrese: Y= a + b-X. V tabulkdch 4 a 5 jsou uvedeny
parametry matricovych kalibraénich kfivek zmérenych pro vodu a podestylku.

Tabulka 4 - Parametry kalibracnich pfimek (Y= a + b-X) — matrice voda

Analyt Den a b R?
kalibrace

Amoxicillin 1. 0,0103 0,0067 0,9942
2. 0,0171 0,0070 0,9914
3. - 0,0094 0,0083 0,9953

Ciprofloxacin 1. 0,0039 0,0022 0,9910
2. 0,0035 0,0021 0,9913
3. -0,0023 0,0003 0,9904

Enrofloxacin 1. -0,0028 0,0007 0,9935
2. 0,0002 0,0007 0,9914
3. -0,0003 0,0004 0,9960

Sulfamethoxazole 1. 0,0383 0,0068 0,9903
2. 0,0302 0,0073 0,9954
3. -0,0070 0,0023 0,9944

Trimethoprim 1. 0,0202 0,0068 0,993
2. 0,0050 0,0042 0,9983
3. 0,0277 0,0041 0,9913
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ry kalibracnich pfimek (Y= a + b-X) — matrice podestylka

Analyt Den a b R?
kalibrace

Amoxicillin 1. -0,00005 0,0008 0,9948
2 -0,0007 0,0008 0,9937
3. 0,0018 0,0011 0,9951

Ciprofloxacin 1. -0,0114 0,0118 0,9995
2. 0,0177 0,0073 0,9933
3. 0,0227 0,0098 0,9952

Enrofloxacin 1. 0,0246 0,0045 0,9951
2. 0,0322 0,0044 0,9923
3. 0,0176 0,0034 0,9934

Sulfamethoxazole 1. 0,2406 0,0361 0,9902
2. 0,1980 0,0420 0,9930
3. 0,2475 0,0504 0,9954

Trimethoprim 1. 0,4291 0,0755 0,9921
2. 0,4182 0,0764 0,9928
3. 0,5852 0,0828 0,9903

3.2.3 Rozsah

Metoda je linedrni v koncentraénim rozsahu 0,5 pg.I't — 500 pg.I* ve vzorcich napéjeci a odpadni
vody a v koncentraénim rozsahu 0,5 pg.kg? — 250 pg.kg* ve vzorcich stajové podestylky.

3.2.4 Spravnost

Z dlvodu poutziti izotopicky znaceného vnitiniho standardu (IS) a matricové kalibracni kfivky
nebyla spravnost stanovena (napf. formou vytéznosti). Spravnost byla posouzena a kontrolovédna
v prubéhu validaci pomoci vzorkl obohacenych zndmym mnozZstvim analytu, vzorkd pro kontrolu
kvality (vzorky QC). Vzorky QC byly obohaceny nezdvisle na kalibracnich standardech za pouziti
samostatné pripravenych zdsobnich roztokd. Vzorky QC zarazenych do sekvenci (na zacatku a na
konci pfi validaci kalibra¢nich kfivek) se analyzovaly proti kalibraéni kfivce a ziskané koncentrace
byly porovndny s nomindlni hodnotou. Vyhodnoceny rozdil byl u vSech zmérenych QC vzorku
mensi nez 15 % nominalni hodnoty.
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Presnost metody byla stanovena provedenim opakovatelnosti (Tabulka 6 a 7) a mezilehlé presnosti
(Intermediate precision nebo taky vnitro-laboratorni reprodukovatelnost) v tabulkdch 8 a 9.

Opakovatelnost

Tabulka 6 — Opakovatelnost - matrice voda

Analyt Konc. hladina Den RSD (%) Den RSD (%) Den RSD (%)
(pg.I)
Amoxicillin 0,5 1. 8,40 2. 11,90 3. 9,85
100 1. 6,70 2. 4,95 3. 2,54
Ciprofloxacin 0,5 1. 13,30 2. 12,55 3. 10,54
100 1. 2,31 2. 1,89 3. 1,52
Enrofloxacin 0,5 1. 8,41 2. 8,20 3. 6,91
100 1. 3,89 2. 2,13 3. 3,51
Sulfamethoxazole 0,5 1. 2,57 2. 3,42 3. 2,92
100 1. 5,04 2. 4,84 3. 3,22
Trimethoprim 0,5 1. 3,16 2. 2,43 3. 3,93
100 1. 5,46 2. 2,73 3. 3,29
Tabulka 7 — Opakovatelnost - matrice podestylka
Analyt Konc. hladina | Den RSD (%) Den RSD (%) Den RSD (%)
(pg.I")
Amoxicillin 0,5 1. 10,97 2. 9,60 3. 9,87
100 1. 2,44 2. 3,94 3. 1,63
Ciprofloxacin 0,5 1. 2,58 2. 3,10 3. 3,11
100 1. 2,89 2. 2,27 3. 2,37
Enrofloxacin 0,5 1. 6,88 2. 7,07 3. 6,26
100 1. 3,86 2. 4,86 3. 3,68
Sulfamethoxazole 0,5 1. 6,64 2. 9,74 3. 10,35
100 1. 2,21 2. 2,61 3. 2,20
Trimethoprim 0,5 1. 4,81 2. 5,74 3. 5,16
100 1. 5,18 2. 3,73 3. 3,35

Mezilehla presnost (Intermediate precision)
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pyla vyjadfend jako vnitro-laboratorni reprodukovatelnost, mérena ve trfech

nezavislych ¢asech.

Tabulka 8 — Mezilehld presnost - matrice voda

Analyt Konc. hladina RSDy-1rep.(%)

(meg-?) Voda

Amoxicillin 0,5 10,05
100 2,54

Ciprofloxacin 0,5 12,13
100 1,52

Enrofloxacin 0,5 7,84
100 3,51

Sulfamethoxazole 0,5 2,97
100 3,22

Trimethoprim 0,5 3,17
100 3,29

Tabulka 9 — Mezilehld presnost - matrice podestylka

Analyt Konc. hladina RSDv-i rep.(%)

(ug.1) Podestylka
Amoxicillin 0,5 10,15
100 2,67
Ciprofloxacin 0,5 2,93
100 2,51
Enrofloxacin 0,5 6,74
100 4,13
Sulfamethoxazole 0,5 8,91
100 2,34
Trimethoprim 0,5 5,24
100 4,09

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost nebyla zatim posouzena pomoci mezilaboratorniho hodnoceni.
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e a limit kvantifikace

Hodnoty LOD a LOQ byly stanoveny na zdkladé matricové kalibracni kfivky, metodou zaloZenou na
smérodatné odchylce signalu a smérnici kalibracni krivky.

Tabulka 10 — LOD a LOQ - matrice voda

Analyt LOD (ug.I) LoQ (pg.I")
Amoxicillin 4,50 6,71
Ciprofloxacin 2,10 4,17
Enrofloxacin 1,98 3,93
Sulfamethoxazole 4,16 8,23
Trimethoprim 3,54 7,01

Tabulka 11 — LOD a LOQ - matrice podestylka

Analyt LOD (ug.kg?) LOQ (ug-kg?)
Amoxicillin 5,08 7,58
Ciprofloxacin 2,77 5,51
Enrofloxacin 1,62 3,22
Sulfamethoxazole 5,45 8,11
Trimethoprim 4,63 9,15

Pozn.: Hodnoty LOD a LOQ byly stanoveny metodou zaloZzenou na smérodatné odchylce signdlu a smérnici
kalibra¢ni kfivky dle smérnice VICH GL 2 a dle Pfilohy 2 smérnice VICH GL49.

3.2.7 Robustnost

Nebyla stanovena.

3.2.8 Stabilita

Stabilita pro roztoky analytl: zakladni roztok: 12 mésicl pfi -20°C.
pracovni roztok: 4 tydny pti 4°C.

Stabilita pro analyty v pfipraveném vzorku: maximalné 5 dn( pfi 4°C a

24 hod pfi bézné laboratorni teploté
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Postup stanoveni rozsifené nejistoty méreni byl stanoven dle dokumentu GUM:1995 (Pokyn
ISO/IEC 98-3) (7). Rozsifena nejistota byla vypoctena jako U = k * RSD v rep , kde koeficient
rozsifeni k = 2 coz odpovida priblizné 95% odhadu intervalu spolehlivosti pro normalni rozdéleni.

Tabulka 12 — Nejistota méreni - matrice voda

Analyt Konc. hladina U (%)

(pg.I") Voda

Amoxicillin 0,5 20,10
100 5,08

Ciprofloxacin 0,5 24,26
100 3,04

Enrofloxacin 0,5 15,68
100 7,02

Sulfamethoxazole 0,5 5,94
100 6,44

Trimethoprim 0,5 6,34
100 6,58

Tabulka 13 — Nejistota méreni - matrice podestylka

Analyt Konc. hladina U (%)
(ug.1) Podestylka

Amoxicillin 0,5 20,30
100 5,34

Ciprofloxacin 0,5 5,86
100 5,02

Enrofloxacin 0,5 13,48
100 8,26

Sulfamethoxazole 0,5 17,82
100 4,68

Trimethoprim 0,5 10,48
100 8,18
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Validace analytické metody cislo CM 150/2024 Identifikace a kvantitativni stanoveni vybranych
antimikrobik metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym
rozliSenim v prostifedi drlibezich chov( (a jejich souvisejicim Zivotnim prostifedim) potvrdila, Ze
vSechny dosazené validacni parametry vyhovuji koncentracnim hladindm ndlezd v redlnych
vzorcich odebiranych v produkénich haldch a okoli dribezich farem. Validace této metody byla
provedena v predepsaném rozsahu dle doporuceni EU smérnice VICH GL2 pro tyto analyty, téchto
nejuzivanéjSich antimikrobik: enrofloxacin, ciprofloxacin, sulfamethoxazol, trimethoprim,
amoxicillin a doxycyklin v matricich napajeci voda, odpadni voda a v podestylkach v dribezich
chovech.

Metodika ¢. CM 150/2024 byla vyvinuta a optimalizovdana zejména pro monitoring residui
veterinarnich antimikrobik nejéastéji pouzivanych v drabezich farmach v jejich prostfedi a jejich
souvisejicim bezprostfednim okoli, zejména pak pro materidlové bilance zatizeni Zivotniho
prostfedi chovy drlibeZe. Pro bilan¢ni vypocty zatizeni Zivotniho prostredi antimikrobiky je stéZejni
monitorovat napajeci, odpadni vody a podestylky, pro tyto matrice byla metodika validovana.
V pfipadé potfeby monitorovat i historii prostredi, je nutno vzorkovat i prachové usazeniny
pomoci stéru.
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pvosti postupu”

Byla vyvinuta, optimalizovana a validovand novda metodika pro identifikace, monitorovani a
kvantitativni stanoveni residui vybranych antimikrobik (pfipadné jejich metabolitQ) v prostredi
dribezich produkcnich chovl instrumentalni metodou na zakladé kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim (LC-MS/MS(HR)). Vyvinutd analytickd metodika je
orientovana na antimikrobika veterinarnich lécivych pfipravkd registrovanych pro dribez uréenou
k produkci masa. Novost postupu je primarné ve vybéru a postupech odbéru vzork( z prostredi
chovll dribeZe a souvisejiciho Zivotniho prostfedi. Dnes existuje velké mnoizstvi rdznych
odbornych publikaci o méreni residui v Zivotnim prostfedi, jen minimum publikaci vSak resi pfimou
souvislost vztahu pouzivani veterinarnich antimikrobik, ale obecné i vSech |éciv, v dribeZich
chovech a odpovidajiciho zatiZzeni Zivotniho prostfedi. Tato nova metodika je vyvinuta jako uUcinny
nastroj pro monitoring zatiZeni Zivotniho prostfedi v souvislosti s nejcastéji pouZivanymi
veterinarnimi antimikrobiky v chovech drlibezZich farem.

RovnéZz navrzené pouziti tandemového hybridniho hmotnostniho analyzdtoru s vysokym
rozliSenim pro jednoznacnou identifikaci vySe uvedenych analytl antimikrobik a monitorovani
s vyuzitim kritéria Mass Acurracy (MA), neni jesté Uplné bézné reSeni v praxi.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Certifikovana metodika slouzi predevsim pro potieby dribezich chovl v oblasti monitoringu a
mapovani zatézi zivotniho prostredi residui téchto veterinarnich IéCiv pochazejicich z produkénich
chovl dridbeZe v rdmci udrzitelného zemédélstvi. Metodika mlze byt vyuzita rovnéz pro uredni
kontrolu ucelného a optimalniho uzivani antimikrobik v produkénich chovech dribeze na farmach.
Tato novd metodika, diky vysoké citlivosti a jednoznacéné identifikaci analyzovanych analytd maze
byt pouzita, jako ucinny ndstroj ve vSech situacich, kdy bude poZzadovédno exaktni potvrzeni a
rozhodnuti, zda byly nebo nebyly pfi vykrmu dribezZe pouzivany veterinarni antimikrobika. Dale,
tato metodika mize byt efektivné vyuZita ke kvantitativnimu stanoveni pouziti antimikrobik pro
latkové bilance a vypocty odpovidajiciho zplisobeného zatizeni Zivotniho prostiedi v souvislosti
s budouci povinnosti podnikatel(i sestavovat ESG reporty (Environmental, Social, and Governance
reporting, v ramci ,Zelené dohody pro Evropu” Green deal).

V. Ekonomické aspekty
CM 150/2024, 1SBN 978-80-7672-057-2
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Naklady na zavedeni metodiky do laboratofe je mozné rozdélit do dvou kategorii. V prvni kategorii
jsou naklady nezbytné na poftizeni spotfebniho materidlu, standard(i a chemikalii na pfipravu
vzorkll a méreni na LC-MS/MS. Dalsi naklady souvisi s nakupem drobného hmotného majetku,
ktery je nutny pro provadéni metody (pipety, centrifuga, vortexy, odparky apod.). Naklady na
analytické zafizeni LC-MS/MS nejsou uvadény, nebot se predpokladd, Ze laborator vyuZivajici

metodiku LC-MS je jiZ timto zafizenim vybavena.

Naklady na vySetfeni jednoho vzorku a vybaveni specializované laboratofe jsou uvedeny v
nasledujicich tabulkach. VSechny ceny jsou aktualni k datu vydani metodiky a zahrnuji DPH.

Naklady na pofizeni drobného hmotného majetku nezbytného k provadéni uvedené metodiky.

Polozka Obvykla cena
Pipety 3 ks 25 000 K¢
Centrifuga 150 000 K¢
Thermovap 75 000 K¢
Vortex 10 000 K¢

Minifold s vakuovou pumpou 55 000 K¢

Celkem

315 000 K¢

Naklady na material na vysetfeni jednoho vzorku podle uvedené metodiky. Kalkulace zahrnuje i
pramérné naklady na pozitivni a negativni kontroly na analytické standardy a IS. Kalkulace
nezahrnuje naklady na mzdy odbornych pracovniki (stfedoskolsky a vysokoskolsky pracovnik) a
naklady na amortizaci pouzitého analytického zafizeni. Tyto naklady mohou byt rozhodujici pro
celkové stanoveni ceny za provedeni analyzy jednoho vzorku.

Polozka Obvykla cena
Extrakce vzorku 150 K¢
Interni standard 350 K¢
Standardy analytt 390 K¢
Spotrebni materidl (Spicky, 110 K¢
zkumavky, rukavice a desinfekce)

Celkem 1000 K¢
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0s pro uZivatele

Ekonomické prinosy pro uzZivatele Ize rovnéz rozdélit do dvou kategorii: pfinosy pro uZivatele
vyvinuté metodiky z pohledu laboratore, ktera bude tuto metodiku provadét, a pak pfinosy
z pohledu uZivatele, tedy vlastniho zékaznika v roli objednavatele (napt. UKzUZ, SVS, soukromi
chovatelé dribeze, atd.).

Ekonomické pfinosy pro laboratof, kde bude metodika zavedena:

- pfi béZiné cené 4.500,- az 7.500,- K¢ za jednu analyzu biologickych vzork{ pomoci systémi
LC-MS/MS (vysoké naklady na analytické zafizeni, odpisy a mzdy vysoce kvalifikovanych
pracovnikd) se prfinosy daji vycislit jednoduchym vynasobenim poctem vzorki
zpracovanych v laboratofi za urcité ¢asové obdobi, naptiklad za 100 analyzovanych vzorku
za rok by to byl pfinos 450 tis. K¢,

- obecné ale plati, Ze ceny se tvofi ,dohodou” a vtomto pfipadé plati, Ze cena za jednu
analyzu se vyznamné snizi, pokud bude objednavka smluvend na vice vzork(, napftiklad
cena pro vyznamného zdkaznika muizZe byt stanovena na 3.000,- K¢ pfi zakdzce 100 vzork(
rocné, pak ekonomicky prinos bude 300 tisic za rok.

Budouci ekonomické pfinosy pro objednavatele:

- Vsoucasném case se nedaji ekonomické prinosy presnéji vycislit, protoze metodika byla
vyvinutd prioritné pro monitoring prostredi drlbezich farem a sestavovani tzv. ESG
reportd, které budou v kratké budoucnosti pro stredni a velké chovatele povinnosti danou
legislativou EU.

- Zavedeni monitoringu rezidui antimikrobik v prostredi drlibezi farmy a vypracovani ESG
reportd ovlivni pozitivné v kratkém c¢asové periodé moznosti ziskani vyhodnéjsich
podminek pro provozni Uvéry v bankach, lepsi ekonomické podminky pro pojisténi, protoze
banky a pojistovny jiz maji ESG reportovani zavedeno a budou ho pozadovat i po svych
zakaznicich.

- Tlak spotrebiteld na ekologické chovy: V pripadé deklarace chovu drlbeze ,bez
antimikrobik”, kdy tato deklarace bude objektivné podloZzena analytickym monitoringem
residui, bude uplatnéni vyprodukovaného drlibeziho masa u spotrebiteld ekonomicky
vyznamneé zajimavé;jsi.

VI. Seznam pouzité literatury

CM 150/2024, ISBN 978-80-7672-057-2



Vyzkumny ustav Sekretariat:
veterinarniho lékarstvi, v. v. 1., +420 5 3333 2501
Veterinary Research Institute
Hudcova 296/70 Operitor:
621 00 Brno +420 5 3333 1111

vri@vri.cz WWW.VI'i.CZ

1. VICH Topic GL2 (Validation Methology): Guideline on validation of analytical procedures:
Methodology. 1998 (CVMP/VICH/591/98-FINAL).

2. Guide for the expression of uncertainty in measurement. ISO Geneva 1993. (Reprinted
1995: Reissued as I1SO Guide 98-3 (2008)). Cesky pFeklad: TNI 01 4109-3 Nejistoty méfeni -
Cast 3: Pokyn pro vyjadfeni nejistoty méfeni (GUM:1995) a Pokyn ISO/IEC 98-3:2008
Uncertainty of measurement — Part 3: Guide to the expression of uncertainty in measurement.

3. VICH GL49 (EMEA/CVMP/VICH/463202/2009) - Studies to evaluate the metabolism and
residue kinetics of veterinary drugs in food-producing animals: validation of analytical
methods used in residue depletion.

4. Mhuka V., Dube S., Nindi M. M.: Occurrence of pharmaceutical and personal care products
(PPCPs) in wastewater and receiving waters in South Africa using LC-Orbitrap™ MS.
Emerging Contaminants 6 (2020) 250 - 258.

5. Huang W., Qui Q.,, Chen M., Shi J.,, Huang X.,, Kong Q., Long D., Chen Z, Yan S.:
Determination of 18 antibiotics in urine using LC-QqQ-MS/MS. Journal of Chromatography
B 1105 (2019) 176 - 183.

6. Gajd A., Nowacka-Kozak E., Gbylik-Sikorska M., Posyniak A.: Multi-residues UHPLC—-MS/MS
analysis of 53 antibacterial compounds in poultry feathers as an analytical tool in food
safety assurance. Journal of Chromatography B 1104 (2019) 182 — 189.

7. Konak U. I, Certel M., Sik B., Tongur T.: Development of an analysis method for
determination of sulfonamides and their five acetylated metabolites in baby foods by ultra-
high performance liquid chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry
(Orbitrap-MS). Journal of Chromatography B 1057 (2017) 81 - 91.

8. Cepurnieks G., Rjabova J., Zacs D., Bartkevics V.: The development and validation of a rapid
method for the determination of antimicrobial agent residues in milk and meat using ultra
performance liquid chromatography coupled to quadrupole — Orbitrap mass spektrometry.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 102 (2015) 184-192.

9. Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Sniegocki T., Zmudzki J.: Liquid chromatography—tandem
mass spectrometry multiclass method for the determination of antibiotics residues in
water samples from water supply systems in food-producing animal farms, Chemosphere
119 (2015) 8-15.

10. Fuéik J., Amrichova A., Brabcova K., Karpiskova R., Kola¢kova I., Pokludova L., Poldkova S.,
Mravcovd L.: Fate of fluoroquinolones in field soil environment after incorporation of
poultry litter from a farm with enrofloxacin administration via drinking water. Environ Sci
Pollut Res Int. 31:13 (2024) 20017-20032.

11.Tlili 1., Caria G., Ouddane B., Ghorbel-Abid I., Ternane R., Trabelsi-Ayadi M., Net S.:
Simultaneous detection of antibiotics and other drug residues in the dissolved and
particulate phases of water by an off-line SPE combined with on-line SPE-LC-MS/MS:
Method development and application. Sci Total Envir 563-564 (2016) 424-433.

CM 150/2024, ISBN 978-80-7672-057-2



Vyzkumny tstav Sekretariat:

veterinarniho lékarstvi, v. v. 1., +420 5 3333 2501
VYZKUMNY USTAV Veterinary Research Institute
VETERINARNIHO Hudcova 296/70 Operator:
LEKARSTVI, v. v. i. 621 00 Brno +420 5 3333 1111
vri@vri.cz WWW.Vri.cz

Kaci, které predchazely metodice

Metodika byla vramci feSeni projektu ¢. QK22020066 publikovana v odborném c&asopise
Veterinarstvi 10/2024.

Metodika byla rovnéz v ramci reSeni projektu ¢. QK22020066 presentovana odborné verejnosti
formou prednasky na VUVel Academy - Mikrobiom driibeZe v souvislostech dne 31. 10. 2024.
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Obrazek 12 — Chromatogram pozitivhiho (ESI+) vzorku s obsahem 10 pg.I':: amoxicillinu (RT = 2,63),
ciprofloxacinu (RT = 2,96), enrofloxacinu (RT = 2,95), sulfamethoxazolu (RT = 3,17) a trimethoprimu (RT
= 2,85); a s obsahem IS o koncentraci 1 pg.I": enrofloxacinu — D5 (RT = 2,94) a amoxicillinu — D4 (RT =
2,63).
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Obrazek 13 — Chromatogram negativniho (ESI+) vzorku s obsahem pouze IS o koncentraci 1 pg.I™:
enrofloxacinu — D5 (RT = 2,98) a amoxicillinu — D4 (RT = 2,72).
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