6.17. STANOVENIE PENICILINOV A CEFALOSPORINOV METODOU
UPLC/MS/MS

1 PRINCIP METODY

Na analyzu sa pouzije chromatograficka kolona s obratenymi fazami a po rozdeleni rezidui sa
tieto deteguju hmotnostnym detektorom pracujucim v rezime MS/MS v pozitivnom mode.
Ionizacia ESI Identifikacia latky je prevedena dvoma tranziciami (2 transitions) a kontrolou
ich i6novych pomerov (ion ratio). Kvantifikacia je prevedena metddou vnttorného standardu.
Vnutornym Standardom je cefalotin.

2  POUZITEENOST METODY

Metdda je vhodna na konfirmacné stanovenie penicilinov a cefalosporinov v svale, mlieku,
vajciach, oblicke a peceni.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Ampicillin anhydrous (AP)

3.1.2  Amoxicillin (AX)

3.1.3 Cloxacillin sodium salt monohydrate (CX)
3.1.4 Dicloxacillin sodium salt monohydrate (DCX)
3.1.5 Oxacillin sodium salt monohydrate (OX)
3.1.6 Penicillin G sodium salt (PG)

3.1.7 Cefapirin sodium (CP)

3.1.8 Cephalexin hydrate (CL)

3.1.9 Cephalothin sodium salt (CT)

3.1.10 Cefazolin sodium salt (CZ)

3.1.11 Cefoperazone sodium salt (CF)

3.1.12 Nafcillin sodium salt monohydrate (NF)
3.1.13 Cefquinome sulfate (CQ)

3.1.14 Ceftiofur (CR)

3.1.15 Cefalonium hydrate (CM)

3.1.16 acetonitril gradient grade

3.1.17 metanol gradient grade

3.1.18 kyselina mravcia

3.1.19 octan amonny

3.1.20 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 0,1 % kyselina mrav¢ia v acetonitrile
3.2.2 0,1 % kyselina mrav¢ia
3.2.3 0,2 M octan amoéonny



3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok $tandardu ampicilinu (100 mg/l vo vode) — (AP)

Navazit' 10,2 mg ampicilinu (3.1.1.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu amoxicilinu (100 mg/l vo vode) — (AX)

Navazit' 10,3 mg amoxicilinu (3.1.2.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit' v malom
mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.3 Zasobny roztok Standardu cloxacilinu (100 mg/l vo vode) — (CX)

Navazit' 10,5 mg monohydratu sodnej soli cloxacilinu (3.1.3.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnoZzstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.4 Zasobny roztok Standardu dicloxacilinu (100 mg/l vo vode) — (DCX)

Navazit' 10,9 mg monohydratu sodnej soli dicloxacilinu (3.1.4.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ vo vode a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.5 Zasobny roztok standardu oxacilinu (100 mg/l vo vode) — (OX)

Navazit' 12,5 mg monohydratu sodnej soli oxacilinu (3.1.5.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.6 Zasobny roztok standardu penicilinu G (100 mg/l vo vode) — (PG)

Navazit' 10,7 mg sodnej soli penicilinu G (3.1.6.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v
malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.7 Zasobny roztok standardu cefapirinu (100 mg/l vo vode) — (CP)

Navazit’ 10,7 mg cefapirinu sodného (3.1.7.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve vody a doplnit’ po zna¢ku deionizovanou vodou.

3.3.1.8 Zasobny roztok Standardu cephalexinu (100 mg/l vo vode) — (CL)

Navazit’ 10,0 mg cephalexin hydratu (3.1.8.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.9 Zasobny roztok standardu cefalotinu (100 mg/l vo vode) — (CT)

Navazit’ 10,6 mg sodnej soli cefalotinu (3.1.9.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v
malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.10 Zasobny roztok standardu cefazolinu (100 mg/l vo vode) — (CZ)

Navazit' 10,6 mg sodnej soli cefazolinu (3.1.10.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v
malom mnoZstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.11 Zasobny roztok standardu cefoperazonu (100 mg/l vo vode) — (CF)

Navazit' 10,6 mg sodnej soli cefaperazonu (3.1.11.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v
malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.12 Zasobny roztok standardu nafcilinu (100 mg/l vo vode) — (NF)

Navazit' 11,6 mg monohydratu sodnej soli nafcilinu (3.1.12.) do 100 ml odmernej banky.
Rozpustit’ v malom mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.13 Zasobny roztok standardu cefquinomu (100 mg/l vo vode) — (CQ)

Navazit' 12,1 mg cefquinomu (3.1.13.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit v malom
mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.14 Zasobny roztok Standardu ceftiofuru (100 mg/1 vo vode) — (CR)

Navazit’ 10,2 mg ceftiofur (3.1.14.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom mnozstve
vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.1.15 Zasobny roztok standardu cefalonia (100 mg/l vo vode) — (CM)

Navazit' 10,5 mg hudratu cefalonia (3.1.15.) do 100 ml odmernej banky. Rozpustit’ v malom
mnozstve vody a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.



Poznamka: Doba pouzitel'nosti zasobnych Standardnych roztokov je 1 mesiac od pripravenia.
Zasobné standardné roztoky uchovavat’ v tme pri teplote 4 — 8 °C.

3.3.2 Zakladné roztoky Standardov

3.3.2.1 Zakladny roztok Standardu cefalotinu CT PIS (1 mg/l vo vode)
Zobrat' 1 ml zo zasobného roztoku Standardu CT (100 mg/l) (3.3.1.9.). Preniest do 100 ml
odmernej banky a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.2.2 Zakladny roztok standardov penicilinov a cefalosporinov (CL, CZ, CP, CF, PG, OX,
NF, DCX, CX, AP, AX, CT, CQ,CR,CM) PFC (1 mg/l vo vode)

Zobrat’ 1 ml zo zasobnych roztokov standardov (100 mg/1) (3.3.1.1.) — (3.3.1.8.) a (3.3.1.10.) -

(3.3.1.15). Preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou.

Na fortifikaciu mlieka

3.3.2.3 Zakladny zmesny roztok standardov (PG, AX, AP, OX, CX, DCX, NF, CP, CL,CF,
CZ) PFCM (PG, AX, AP 0,2 mg/l, OX, CX, DCX, NF 1,5 mg/l, CP 3 mg/l, CL,CR
5mg/l, CF, CZ, 2,5 mg/l, CM, CQ 1 mg/l vo vode)

Zobrat' 0,2 ml zo zdsobnych roztokov Standardov (PG, AX, AP) (3.3.1.6.), (3.3.1.2.),

(3.3.1.1.), 1,5 ml (OX, CX, DCX, NF) (3.3.1.3.) — (3.3.1.5.), (3.3.1.12.), 3 ml (CP) (3.3.1.7.),

5ml (CL,CR) (3.3.1.8.), (3.3.1.14.), 2,5 ml (CF, CZ, CQ) (3.3.1.11.), (3.3.1.10.), (3.3.1.13), 1

ml CM (3.3.1.15.) (100 mg/l). Preniest do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku

deionizovanou vodou.

3.3.2.4 Zakladny roztok Standardu cephalothinu CT P1S2 (10 mg/l vo vode)
Zobrat' 10 ml zo zasobného roztoku Standardu CT (100 mg/I) (3.3.1.9.). Preniest’ do 100 ml
odmernej banky a doplnit’ po zna¢ku deionizovanou vodou.

Na fortifikaciu svalu, pecene, obli¢ky a vajca

3.3.2.5 Zakladny zmesny roztok Standardov (CF, CZ, OX, CX, DCX, NF) PFCS1 (10 mg/l)

Zobrat' 10 ml zo zasobnych roztokov Standardov (100 mg/l) (3.3.1.3.) — (3.3.1.5.), (3.3.1.10.)
—(3.3.1.12.) . Preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.2.6 Zakladny zmesny roztok Standardov (PG, AX, AP, CP, CM,CQ) PFCS2 (1mg/l)
Zobrat' 1 ml zo zasobnych roztokov $tandardov (100 mg/l) (3.3.1.1.), (3.3.1.2.), (3.3.1.6.),
(3.3.1.7.), (3.3.1.13.), (3.3.1.15.). Preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
deionizovanou vodou.

3.3.2.7 Zakladny zmesny roztok standardov CL, CR PFCS3 (2mg/l)
Zobrat' 2 ml zo zasobnych roztokov §tandardov CL, CR (100 mg/l) (3.3.1.8.), (3.3.1.14.).
Preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.

3.3.2.8 Zakladny zmesny roztok Standardu CL PFCS4 (10 mg/l)
Zobrat' 10 ml zo zasobného roztoku Standardu CL (100 mg/l) (3.3.1.8.). Preniest’ do 100 ml
odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou.

3.3.2.9 Zakladny zmesny roztok standardov CP, CR PFCS5 (2mg/l)
Zobrat 2 ml zo zasobnych roztokov S§tandardov CP, CR (100 mg/l) (3.3.1.7.), (3.3.1.14).
Preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku deionizovanou vodou.



3.3.2.10 Zakladny zmesny roztok Standardov (PG, AX, AP, CM, CQ) PFCS6 (1mg/l)

Zobrat 1 ml zo zasobnych roztokov Standardov (100 mg/l) (3.3.1.1.), (3.3.1.2.), (3.3.1.6.),
(3.3.1.13.), (3.3.1.15.). Preniest do 100 ml odmernej banky a doplnit po znacku
deionizovanou vodou.

3.3.3 Pracovné roztoky Standardov

3.3.3.1 Zmes $tandardov penicilinov a cefalosporinov — PMCL1 (CL, CZ, CP, CF, PG, OX,
NF, DCX, CX, AP, AX, CT, CR,CM,CQ) (10 pul/1 vo vode)

Zobrat’ 1 ml zo zakladného roztoku Standardov (1 mg/l) (3.3.2.2.), (3.3.2.1.). Preniest’ do 100

ml odmernej banky a doplnit’ po znac¢ku deionizovanou vodou.

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC s hmotnostnym detektorom
Micromass Quattro Premier XE

4.2 chromatografickd kolona : UPLC C18

4.3 analytickd vdha HELAGO HM 200

4.4 trepacka head over head HEIDOLPH Reax 2

4.5 centrifiga BIOFUGE STRATOS

4.6 minishaker Vortex

4.7 termovap Ecom

4.8 teflonové centrifuga¢né nadobky — 50 ml

4.9 laboratorne odmerné sklo:100 ml odmerné banky, 1 ml pipety

4.10 striekackovy mikrofilter

4.11 SPE kolénky

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 fortifikuja v0.5, 1, 2 a 5
nasobku ustanoveného MRL .

mlieko:

Navazit 2 g vzorky do centrifugacnej teflonovej nddobky. Pridat’ jednotlivé roztoky
Standardov podla tabulky 2. PremieSat’ na Vortexe. Nechat’ postat 10 min. a pokracovat
podl’a procedury od bodu 5.3.2

Sval, pecen, vajce:

Navazit 2 g vzorky do centrifugacnej teflonovej nddobky. Pridat’ jednotlivé roztoky
Standardov podla tabulky 1. Premie$at’ na Vortexe. Nechat postat 10 min. a pokracovat
podl’a procedury od bodu 5.3.2

oblicka:



Navazit 2 g vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ jednotlivé roztoky
Standardov podla tabulky 3. PremieSat’ na Vortexe. Nechat’ postat’ 10 min. a pokracovat
podla procedury od bodu 5.3.2

Tabulka 1 Priprava fortifikovanych vzoriek svalu, pe¢ene a vajca

Koncentracia Koncentracia | Pridavo | , , ,
. » Pridavok | Pridavok ,
penicilinov vn.§tandardu Kk roztoku | roztoku Pridavok
a cefalosporinov vo | cephalothinu | roztoku PECS? | PECS3 roztoku
vzorke vo vzorke | PFCS1 (ul) (ul) PIS (ul)
(ug/kg) (mokg) | @ | W "
CF.CZ, PG, CF,
AX, CZ,
X | ap, | cL ox, | PG AX,
CX, ’ ' CT " | AP,CP, | CL,CR CT
DCX CP, | CR CX, CQ.CM
NE " CQ, DCX, '
CM NF
0 0 0 100 0 0 0 200
150 25 100 100 30 50 100 200
300 50 200 100 60 100 200 200
600 100 | 400 100 120 200 400 200
1500 250 | 1000 100 300 500 1000 200

Tabul'ka 2 Priprava fortifikovanych vzoriek mlieka

Pridavok Pridavok
.. o , konc. vn.
koncentracia penicilinov a cefalosporinov vo . roztoku roztoku
Standardu vo
vzorke(pg/kg) vzorke(ug/ke) PFCM PIS2
nere (uD) (u)
PG,AP,
PG, AX,0X,CX,
AP, [())C):()1(C|il<l1: CC::;’ CP %IE %'\é’ CT DCX,NF,CF, CT
AX ! CzZ,CP,CL,
CQ,CM,CR
0 0 0 0 0 0 100 0 20
2 15 25 30 50 10 100 20 20
4 30 50 60 | 100 20 100 40 20
8 60 100 | 120 | 200 40 100 80 20
20 150 250 | 300 | 500 | 100 100 200 20




Tabulka 3 Priprava fortifikovanych vzoriek oblicky

Koncentrécia penicilinov Korzcentra(na Pridavok | Pridavok | Pridavok | Pridavok |  ,
. vn.S$tandardu Pridavok
a cefalosporinov vo cephalothinu roztoku | roztoku | roztoku | roztoku roztoku
vzorke P PFCS1 | PFCS6 | PFCS4 | PFCSS5
(n/kg) VovIOkE Ty | wh | | Gy | TS ®D
(na/kg)
CF
" | PG,
ox. |A%| e ox. Cx, | P8 A
" | AP, | CL ' CT ’ "I AP,CM, CL CP,CR CT
CX, CM CR DCX, CQ
DCX, CQ, NE
NF
0 0 0 0 100 0 0 0 0 200
150 25 | 500 | 50 100 30 50 100 50 200
300 | 50 |1000 |100 100 60 100 200 100 200
600 | 100 | 2000 | 200 100 120 200 400 200 200
1500 | 250 | 5000 | 500 100 300 500 1000 500 200

5.3 Priprava vzorky
5.3.1 Fortifikacia vzorky vnutornym Standardom (aroven 0,1 mg/kg cefalotinu)

mlieko, sval, pecen, oblicka, vajce:

Navazit' 2 g homogenizovanej vzorky do centrifugacnej teflonovej nadobky. Pridat’ 200 pl
roztoku PIS (3.3.2.1.). Premiesat’ na Vortexe. Nechat' postat’ 10 min. a pokracovat’ podla
procedury od bodu 5.3.2

5.3.2 Extrakcia

mlieko, sval, peéen, obli¢ka:

Pridat’ 8 ml acetonitrilu (3.1.16). Umiestnit’ na trepacku head over head na 10 mintat pri
otaCkach 100 ot./min. Centrifugovat 5 min. pri 14 000 g. Odobrat’ supernatant. Odfukat
dosucha pod priidom dusika (teplota 50 °C, ~1 hod.). Rezidud rozpustit' v 0,3 ml 0,2 M octanu
amonneho (3.2.3). Prefiltrovat’ cez striekatkovy mikrofilter. Napichniit’ na chromatograficka
kolonu.

vajce:

Pridat’ 10 ml zmesi acetonitril (3.1.16) / voda (3.1.20) ( 8:2 ).Premiesat’ na Vortexe 1 min.
Umiestnit’ na trepacku head over head na 10 minut pri otd€kach 100 ot./min. Centrifugovat’ 5
min. pri 23000 g. Supernatant zliat' a precistit na SPE kolonke. Eluat z SPE kolonky
centrifugovat’ Smin pri 23000g. Vysledny supernatant odfukat’ pod pradom dusika (teplota 50
°C) na objem mensi ako 1ml. Doplnit na objem 1ml deionizovanou vodou (3.1.20).
Prefiltrovat’ cez strieckackovy mikrofilter — teflon 0,45um.. Napichnut’ na chromatografickt
kolonu.

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentracne vymyka z rozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravend tak, aby koncentracne spadala do kalibra¢ného
rozsahu.



5.4 Chromatograficka analyza

UPLC-podmienky:

chromatograficka kolona: UPLC C18

teplota: 30 °C
prietok: 0,3 ml/min.

eluent: 0,1 % kyselina mrav¢ia v acetonitrile / 0,1 % kyselina mravc¢ia

gradientova eltcia
nastrek: 10ul

MS podmienky:
ionizacia:ESI pozitivna
Voltages:

Capillary (kV) : 2,50
Extractor (V): 5

RF Lens (V): 0
Temperatures:

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

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

Analyser:

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



Tabul'ka 4 Parametre nastavenia MS/MS detekcie

RT Precursor Product Cone | Collision
Name min. m/z m/z \Y eV
amoxicilin 1,29 365,8 ;é:;g 19 }2
cefapirin 1,46 4238 igig 24 éﬁ
cefquinome 1,60 528,9 éggg 25 12
ampicilin 1,81 349,9 }ggg 25 12
cefalexin 1,84 347,9 iggg 21 297
cefalonium 1,90 4588 égég 19 ig
cefazolin 2,19 454,8 éggg 19 g
penicillin G 34 334,9 gg:g 32 gi
cefaperazon 2,53 645,8 gggg 21 ;i
ceftiofur 2,93 5238 ;igg 34 ig
cefalotin 1S 3,19 336,8 151,8 19 16
oxacilin 3,92 401,9 ;22;8 19 ?31
cloxacilin 4,17 435,8 %‘?2:8 19 1‘5‘
nafeilin 4,34 414,9 }3212 21 éi
dicloxacilin 4,70 469,8 éigzg 20 ig

5.4.1 Iniciacny test

Nainjektovat’ na chromatograficku koloénu roztok PMCI1. Skontrolovat’ pomer signdlu 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 kalibra¢nej zavislosti sa vyndSa na

os x: pomer koncentracie zloZzky/ koncentracie vnutorného Standardu

os y: pomer plochy zlozky/plochy vntitorného Standardu

Kvantifikacia — metdda vnatorného Standardu.

C koncentracia vzorky ( pg/kg)



C= ¢ -samplearea-SI Sd ¢, area

' = SI samplearea- Sd ¢ :area

Kvantifikacia robend na dominantné produkované i6ny, ktoré su v tabul’kach 4 a 5
zvyraznené v stipci Product. V pripade pozitivnej vzorky je nutna kontrola iénovych pomerov
kvantifikaénej a kvalifikaénej tranzicie. I6novy pomer musi spifiat’ podmienky definované

Vv Nariadeni ES 657/2002.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - vysokoucinné kvapalinova chromatografia

UPLC — ultraucinné kvapalinova chromatografia

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

RT — retencny Cas

ESI — electrospray ionisation

MRM — multiple reaction monitoring

€.g. - napriklad



