6.15. STANOVENIE MAKROLIDOV METODOU HPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Zhomogenizovana vzorka sa extrahuje zmesou acetonitril-voda. Na analyzu sa pouzije
chromatografickd koléna s obratenymi fazami a po rozdeleni rezidui sa tieto deteguju
hmotnostnym detektorom pracujicim v rezime MS/MS v pozitivnom mode. lonizacia ESI.
Identifik4cia latky je prevedend dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou ich idénovych
pomerov (ion ratio). Kvantifikacia je prevedena metédou vnutorného Standardu. Vnutorny
Standard je roxithromycin.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je pouZitelna na stanovenie makrolidov vo svale, mlieku, vajciach, krmive a mede
a stanovenie linkosamidov a pleuromutilinov v svale a mede.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Spiramycin (SM)

3.1.2 Tylosin tartrate (TZ)

3.1.3 Josamycin (JM)

3.1.4 Erythromycin (EM)

3.1.5 Tilmicosin (TM)

3.1.6 Roxithromycin (RM)

3.1.7 metanol gradient grade

3.1.8 acetonitril gradient grade

3.1.9 pentafluoropropioénova kyselina
3.1.10 hydrogénuhli¢itan sodny p.a.
3.1.11 dekahydrat uhli¢itan sodny
3.1.12 deionizovana voda

3.1.13 Lincomycin hydrochlorid (LM)
3.1.14 Tiamulin fumarate (TN)
3.1.15 Valnemulin (VM)

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 100 mM uhli¢itan sodny

3.2.2 100 mM hydrogenuhli¢itan sodny
3.2.3 uhli¢itanovy pufer

3.2.4 0,1% pentafluoropropionova kyselina
3.2.5 roztok metanol : voda, 5:95 (v/v)
3.2.6 roztok metanol : voda, 30:70 (v/v)
3.2.7 roztok metanol : voda, 1:1 (v/v)



3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok standardu spiramycinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,7 mg spiramycinu (3.1.1) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.7).

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu tylozinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 11,6 mg tylosin tartrate (3.1.2.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.7.).

3.3.1.3 Zasobny roztok Standardu josamycinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10 mg josamycinu (3.1.3) 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom mnozstve
metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.7.)

3.3.1.4 Zasobny roztok Standardu roxithromycinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,2 mg roxithromycinu (3.1.6) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po zna¢ku metanolom (3.1.7.).

3.3.1.5 Zasobny roztok standardu erythromycinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10 mg erythromycinu (3.1.4) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.7).

3.3.1.6 Zasobny roztok Standardu tilmicosinu (100 mg/l v metanole)

Navazit 11,7 mg tilmicosinu (3.1.6) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.7).

3.3.1.7 Zasobny roztok standardu lincomycinu(100 mg/l v metanole)

Navazit’ 11,7 mg lincomycin hydrochloride (3.1.13) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v
malom mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.7).

3.3.1.8 Zasobny roztok standardu tiamulinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 12,4 mg tiamulin fumarate(3.1.14) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.7).

3.3.1.9 Zasobny roztok standardu valnemulinu (100 mg/l v metanole)

Navazit' 10,3 mg valnemulinu (3.1.15) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve metanolu a doplnit’ po znacku metanolom (3.1.7).

Takto pripravené roztoky sa uchovavaju v chladnicke pri teplote 4°C az 6°C a zostavaju
stabilné po dobu troch mesiacov.

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny zmesny roztok Standardov JM, TZ,LM, TN (2 mg/l), SM, EM (4 mg/ 1),
TM, VM (1 mg/l) vo vode MFC1

Zobrat’ 0,2 ml zasobnych roztokov Standardov makrolidov JM,TZ,LM, TN (100 mg/1), 0,4 ml

SM, EM (100 mg/l) a0,1 ml TM,VM (100 mg/l). Preniest do 10 ml odmernej banky

a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou (3.1.12.).

3.3.2.2 Zakladny zmesny roztok Standardov (TZ, JM, TM) (0,1 mg/1 ), (SM, EM,

LM, TN,VM) (0,5 mg/l) vo vode MFC2
Zobrat’ 0,1 ml zésobnych roztokov Standardov makrolidov TZ, JM, TM (100 mg/l), 0,5 ml
SM, EM, LM, VM, TN (100 mg/1). Preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
deionizovanou vodou (3.1.12).



3.3.2.3 Zakladny roztok Standardu RM MIS1 (2 mg/l vo vode)
Zobrat' 0,2 ml zasobného roztoku standardu RM (100 mg/l). Preniest do 10 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou (3.1.12.).

3.3.2.4 Zakladny roztok Standardu RM MIS2 (0,1 mg/l vo vode)
Zobrat’ 0,1 ml zakladného roztoku standardu RM (100 mg/l). Preniest’ do 100 ml odmerne;j
banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou (3.1.12.).

3.3.3 Pracovné roztoky Standardov

3.3.3.1 Zmesny roztok Standardov (TZ, RM, JM,TM) 5 pg/l, (SM, EM, LM,VM,TN) 25ug/I
v roztoku MeOH/voda 1:1

Odobrat’ 0,25 ml zakladného roztoku Standardu RM MIS1 (2mg/l) a 5 ml zo zdsobného

roztoku Standardov makrolidov MFC2. Preniest do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po

zna¢ku zmesou metanol:voda 1:1.

3.3.3.2 Zmesny roztok Standardov (SM, JM,TZ, EM, TM,LM) MMC2 (0,02 mg/l SM, EM,
0,005 mg/l IM, TZ, TM,LM v acetonitril:voda — 3:7)

Odobrat’ 0,25 ml zo zasobného roztoku Standardov makrolidov JM, TZ, LM, TN (2 mg/l)

a 0,5 ml zo zasobného roztoku SM, EM (4 mg/l) a TM, VM (1 mg/l). Preniest’ do 100 ml

odmernej banky a doplnit’ po znacku zmesou acetonitril: voda — 3:7.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series s hmotnostnym detektrorom — ion trap
Bruker-Gemini

4.2 kvapalinovy chromatograf Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom Micromass
Quiattro Premier XE

4.3 chromatografickd koléna : C18

4.4  chromatograficka kolona: UPLC C18

4.5 analyticka vaha HELAGO HM 200

4.6 trepacka Heidolph

4.7 centrifiga BIOFUGE STRATOS (Heraeus)

4.8 pH meter KNICK

4.9 laboratorne odmerné sklo: 10 a 100 ml odmerna banka, 25 ml odmerny valec, 1 a 5 ml
pipety

4.10 teflonové centrifugaéné nadobky — 50 ml

4.11 25 pl, 50 pl, 100 pl, 250 ul strickacky Hamilton

4.12 striekackovy mikrofilter

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Predpriprava vzoriek

Vzorka sa dobre zhomogenizuje.



5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek - matricova kalibracia

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouziji negativne matrice. Vzorky sa fortifikuju v 0.5, 1, 2 a5
nasobku ustanovené¢ho MRL. V pripade medov na 0.5, 1, 2 a 5 nasobku detek¢ného limitu.

sval, mlieko, vajce:

Navazit 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat
jednotlivé roztoky Standardov podla tabulky 1. PremieSat na Vortexe. Nechat' postat’ 10

minut a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.2

med:

Vzorku medu skvapalnit’ vo vodnom kupeli nastavenom na 60 °C. Centrifugovat’ 10 mintt pri
2400 x g. Vosk a pripadné necistoty usadené na povrchu odstranit’. Navazit' 5g vzorky. Pridat’
jednotlivé roztoky Standardov podla tabulky 2. PremieSat’ na Vortexe. Nechat' postat 10

minut a pokracovat’ podl'a procedury od bodu 5.3.2

Tabul’ka 1 Priprava fortifikovanych vzoriek (sval, vajce, mlieko, krmivo)

koncentracia makrolidov vo | koncentracia Pridavok Pridavok
vzorke vn. Standardu roztoku roztoku
(ng/kg) (ng/kg) MECI (ul) | MISI(ul)
TZ,TM,LM,
I-_FI\Z/I’J.II\_/I’\’I TM,VM SEI:\/I/I, RM SM,EM,JM, RM
' VM, TN
0 0 200 0 200
50 100 200 50 200
100 200 200 100 200
200 400 200 200 200
500 1000 200 500 200
Tabulka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek (med)
Koncentracia makrolidov vo | Koncentracia vn. Pridavok Pridavok
vzorke Standardu roztoku roztoku
(ng/kg) (ng/kg) MFC2 (ul) | MIS2(pl)
SM, EM,LM,
TZ, IM,TM TN,VM RM TZ,IM RM
0 0 4 0 200
1 5 4 50 200
2 10 4 100 200
4 20 4 200 200
10 40 4 500 200




5.3 Priprava vzorky

5.3.1 Fortifikdcia vzorky vnutornym Standardom (uroven 200 pg/kg roxithromycinu pre
sval, mlieko, vajce, krmivo, 4 pg/kg roxithromycinu pre med)

sval, vajce, mlieko, krmivo:

Navazit 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 200 pl
roztoku MIS1. Premiesat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 minuat a pokra¢ovat’ podla procedury
od bodu 5.3.2

med:

Vzorku medu skvapalnit’ vo vodnom kupeli nastavenom na 60 °C. Centrifugovat’ 10 mint pri
2400 x g. Vosk a pripadné necistoty usadené na povrchu odstranit’. Navazit' 5g vzorky. Pridat’
200 pl roztoku MIS2. Premiesat’ na Vortexe. Nechat' postat’ 10 minut a pokracovat’ podla
procedury od bodu 5.3.2

5.3.2 Extrakcia

sval, mlieko, vajce, krmivo:

Pridat’ 1 ml redestilovanej vody (3.1.12.) a 8 ml acetonitrilu (3.1.8), u vzoriek vajec a mlieka
pridat’ len 8 ml acetonitrilu (3.1.8.). Skimavku vlozit' na 10 minut na trepac¢ku (400 ot./min.).
Po pretrepani extrakt kvantitativne preniest do odmerného valca a doplnit’ deionizovanou
vodou na objem 25 ml a dokonale premiesat’. Odobrat’ 10 ml do teflonovych skumaviek.
Supernatant centrifugovat’ po dobu 10 minut pri otackach 3000 x g a teplote 15 °C. Pred
meranim prefiltrovat’ striekackovy mikrofilter. Napichnat’ na chromatograficku kolonu.

med:
Pridat 10 ml uhlic¢itanového pufru (3.2.3) a vzorku dobre zhomogenizovat. Pokrac¢ovat
precistenim na SPE kolonkach.

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentratne vymyka zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.4 Chromatograficka analyza

LC-podmienky HPLC

chromatograficka kolona: C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,6 ml/mn

eluent : Metanol / Acetonitril / 0,1 % kyselina pentafluoropropionova
gradientova ellicia

nastrek: 50 pl

LC-podmienky UPLC

chromatograficka kolona: UPLC C18

teplota: 30 °C

prietok: 0,3 ml/min

eluent : 0,1 % kys. mravcia v acetonitrile / 0,1 % kys. mrav¢ia vo vode
gradientova ellcia

nastrek: 10 pl



MS podmienky LC MSD lon Trap:

Ioniza¢ny mod: ESI pozitivna
Detekény mod: MRM

Tabul’ka 3 Podmienky MS/MS detekcie

seament RT Width | Precursor Product Amplitude
9 min. m/z m/z m/z \Y
linkomycin 6,5
(linkosamid) 2 6.9 2 407 126,359,389 1
spiramycin 9,2 4 843,4 318; 540,2; 699,2 0,65
tilmikosin 9,3 4 869,6 522,4; 696.5;738.5 0,6
tylozin 9,6 2 916,4 318; 598,3; 772,3 0,55
erytromycin 9,6 4 734,3 558,2; 576,2 0,5
roxithromycin IS 3 9,7 4 837,5 558,4:679,3;716.4 0,45
tiamulin 9,7 4 494,3 192 1,05
(pleuromutilin)
valnemulin 9,8 4 565,3 263 0,95
(pleuromutilin)
josamycin 9,9 2 828,3 582,2; 600,2 0,8
MS podmienky Quattro Premier XE:
ionizacia:ESI pozitivna
Voltages: Analyser:

Capillary (kV) : 1,70
Extractor (V): 7

RF Lens (V): 0
Temperatures:

Source Temp (°C): 120
Desolvation Temp (°C): 400
Gas Flow:

Desolvation (I/hr): 600
Cone (I/hr): 60

LM Resolution 1: 13,5
HM Resolution 1: 13,5
lon Energy 1: 1
Entrance: 0

Exit: 1

LM Resolution 2: 13,5
HM Resolution 2: 13,5
lon Energy 2: 0,5




Tabulka 4 Podmienky MS/MS detekcie

Narme RT Precursor Product Cone Collision
min. m/z m/z Vv eV
linkomycin 126,0 30
(linkosamid) 0,93 407,0 359.1 34 20
spiramycin 173,9 38
2,35 843,3 540 1 45 30
tilmikosin 275 869,3 éggg 80 jg
erytromycin 3,13 734,4 égg'g 32 gg
tylozin 3,24 916,2 1rss 56 .
tiamulin 192,0 20
(pleuromutilin 3,60 494,2 285,2 33 22
roxithromycin IS 3,72 837,3 (15;3’; 40 gé
valnemulin 263,1 22
(pleuromutilin) 381 5652 164,0 28 34
josamycin 3,93 828,4 o 46 2(2)

5.4.1 Iniciacny test

Nainjektovat’ na chromatografickii kolonu roztok MMC. Skontrolovat pomer signalu ku
Sumu produkovanych i6nov. Pomer by mal byt’ vyssi ako 6.

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je vyhodnotena pomocou matricovej kalibra¢nej krivky s korekciou
na vnutorny Standard. Do kalibraénej zavislosti sa vynaSa na

os x: pomer koncentracie zloZky/ koncentracie vnutorného Standardu

os y: pomer plochy zloZky/plochy vnttorného Standardu

Kvantifikicia — metdéda vnatorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)

C= ¢ -samplearea - SI 8d ¢, :area

'~ SI samplearea- Sd c, :area

Kvantifikacia robend na dominantné produkované i6ny, ktoré s v tabul’ke 4 zvyraznené
v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutna kontrola iénovych pomerov
kvantifikatnej a kvalifikaénej tranzicie. Iénovy pomer musi spiiiat’ podmienky definované
v Nariadeni ES 657/2002.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokoucinna kvapalinova chromatografia

MS/MS- hmotnostna detekcia s minimalne dvoma tranziciami
MRL — maximalny rezidualny limit

RT — retencny Cas

ESI — electrospray ionisation

MRM — multiple reaction monitoring

e.g. - napriklad



