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Nagyhatékonysagu szermaradek-
vizsgalat: antibakterialis szerek
meghatarozasa élelmiszerekbdl
folyadéekkromatografias szuro és

Kulcsszavak: allatgy6gyszer-maradékok vizsgalata, sz(irémoédszer, meger6sit6 modszer, folyadékkro-
matogréafia szulfonamidok, kimutatasi képesség (CC(3), dontési hatar (CCa), trimetoprim (diaminopirimidin),
béta-laktamok, makrolidok, tetraciklinek, kinolonok, linkomicin (link6zamid) griseofulvin, szulfadimetoxin,
szulfadoxin, szulfakvinoxalin, szulfakldrpiridazin, szulfametazin, szulfametoxazol, szulfadiazin, szulfatiazol
és trimetoprim, tilozin, tilmikozin, spiramicin, eritromicin, neomicin, dihidrosztreptomicin, sztreptomicin, ap-
ramicin, kanamicin, gentamicin és spektinomicin amoxicillin, ampicillin, penicillin G, penicillin V, oxacillin,
nafcillin, kloxacillin, dikloxacillin, Gjgeneracids cefalosporinok (cefkvinom, ceftiofur, cefalénium, cefazolin, ce-
fapirin, cefalexin, cefoperazon, klértetraciklin, 4-epi-kldrtetraciklin, oxitetraciklin, 4-epi-oxitetraciklin, tetracik-
lin, 4-epi-tetraciklin, doxiciklin, difloxacin, orbifloxacin, szarafloxacin, ofloxacin, marbofloxacin, enrofloxacin,
ciprofloxacin, danofloxacin, norfloxacin, oxolinsav, nalidixsav, flumekvin, linkomicin,

1. Osszefoglalas

Magyarorszagon a 10/2002 (1.23.) FVM rendelet irja el6 és hatarozza meg az élelmi-
szer toxikoldégiai megfigyel6 vizsgalatokat és ellen6rzéseket (monitoring vizsgalatok),
azok menetét és az adott évi monitoringterv elkészitésének folyamatat. A monitoring-
meérések hatékonysagéat noveli, hogyha a hangsulyt els6dlegesen a szilrévizsgalatok-
ra (screening) helyezzik, és a kifogasolhaté mintak elemzésére fuggetlen megerdsi-
t6 (konfirmacids) eljarasokat alkalmazunk. Ezaltal lehet6ség nyilik egy egyszer(bb,
gyorsabb és olcs6bb sz(r6 jellegli méréssel megkildénbdztetni a negativ mintadkat a
szermaradék-tartalmuaaktél, illetve nagyobb bizonyossaggal lehet a mintakat ming-
ségileg és mennyiségileg értékelni pozitivitas esetén.

Jelen kozlemény célja antibakterialis szerekre kidolgozott vizsgalati koncepcidé be-
mutatasa, amely magéaba foglal egy tobbkomponeses sz(irémoddszert és ettél fug-
getlen meger6sit6 méréseket Bl tipusu engedélyezett szerekre. A szGrémaodszer
lehet6vé tesz 54, szermaradék hatarértékkel rendelkez6, komponens és a griseoful-
vin szimultdn azonositidsat és szemi-kvanitativ értékelését allati eredetl sz6vetekbdl
(izom, maj és vese), tejbdl, tojasbol és mézbdl folyadékkromatografias harmas kvad-
rupol rendszerd tandem témegspektrometriai médszerrel.

A szGirémaodszerrel detektalt célkomponenseket folyadékkromatografias meger@sité
vizsgélatokkal azonositjuk és optikai vagy tandem témegspektrometriai detektalas-
sal értékeljuk. A szirémddszerrel e k6zlemény benyujtasadnak idépontjaig kdzel 1800
mintat elemeztink. Valamilyen szermaradék 24 monitoringmintdban volt kimutatha-
t6. A szennyezések a megerdsitd vizsgalatok soran is detektalhatok voltak. Az igy
kialakitott vizsgalati stratégia nemzetkdzi kdrvizsgalatban is tobbsz6r igazolta haté-

konyséagat.

1 Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonséagi Hivatal, Elelmiszer- és Takarmanybiztonsagi Igazgatdsag,
Elelmiszer Toxikoldgiai Nemzeti Referencia Laboratérium, 1095 Budapest, Mester utca 81.
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El6sz6

Domany Géabor a NEBIH ETbl Elelmiszer Toxikolo-
giai NRL laboratériumvetet6je volt. A kdzlemény-
ben bemutatott vizsgalati koncepciot az § szakmai
tAmogatasaval is alakitottuk az elmult évek soran.
Jelen kézleménnyel Gaborra szeretnénk emlékezni.

2. Bevezetés

Az elmult évtizedekben az analitikai kémia fejleszté-
si iranyai olyan irdnyba tol6édtak el, hogy minél tobb
komponenst lehessen minél révidebb id6 alatt meg-
hatarozni. A folyadékkromatografias (Liquid Chroma-
tography - LC) mérések soran ezek a kévetelmények
ugy valésultak meg, hogy az ultra-nagyhatékonysé-
gu folyadékkromatografiai (Ultra High Performance
Liquid Chromatography - UHPLC) modszerekkel
percek alatt lehet gyégyszerkészitmények hatéanya-
gait és szennyezéseit meghatarozni [1]. Az Ossze-
tettebb mintak vizsgélata soran pedig az LC-hez
kapcsolt tdomegspektrometriai detektorokkal, mint a
folyadékkromatografids harmas kvadrupol rendszer(
tandem tomegspektrometria (liquid chromatography
- tandem mass spectrometry - LC-MS/MS), lehet
nagyszdmu célkomponenst egymas mellett megha-
tarozni viszonylag rovid id6 alatt [2].

2007-ben az Eurdpai Unid (EU) Atmeneti Tamogatasu
projekt (Transition Facility) keretében a Nemzeti Elelmi-
szerlanc-biztonséagi Hivatal Elelmiszer- és Takarmany-
biztonséagi Igazgatésag (NEBIH EThl), Elelmiszer Toxi-
kolégiai Nemzeti Referencia Laboratériumaba kertilt
LC-MS/MS késziilékkel elkezd6dhetett az allatgyo-
gyaszati szerek monitoringvizsgalatainak kiterjesztése
az addig még nem vizsgalt célkomponensekre. Az LC-
MS/MS méréseket kiegészitve optikai elven alapuld
detektalasu eljarasokkal, mint HPLC-DAD (di6édasoros
ultraviola detektalas) és HPLC-FLD (fluoreszcencias
detektalas) az engedélyezett szerek hét f6 csoportja-
ra és a griseofulvinra (grizin) dolgoztunk ki meger&sité
eljarasokat. A f6 vizsgalati iranyok magukba foglaljak
a szulfonamidok, a trimetoprim (diaminopirimidin), a
béta-laktamok, a makrolidok, a tetraciklinek, a kinolo-
nok, a linkomicin (link6zamid) és a griseofulvin megha-
tarozasait (1. tablazat). Az EU-n belil megkilénbdz-
tetink ,A” és ,B” csoportos komponenseket. Az ,A”
csoportos vegylletek tiltott szerek, megengedhet§
szermaradék hatarértékkel (Maximum Residue Limit -
MRL) nem rendelkeznek. A ,B” csoportban talalhatok
az MRL-lel rendelkez6 engedélyezett komponensek,
ezen belll a ,B1” csoportba tartoznak az antibakte-
ridlis szerek, amelyeket antibiotikum csoportonként
tovabbi csoportokba soroltak [3]. A monitoring vizs-
galatokra vonatkoz6 rendelet lehet6vé teszi a Bl cso-
portba tartoz6 6sszes komponens egy mintabdl torté-
né meghatarozasat [4].

2016-ra a megerdsité mérések mellé kifejlesztettliink
egy tobbkomponenses LC-MS/MS alapu screening
modszert, ami lehetévé teszi a fent felsorolt kompo-

nensek egyidejlii meghatarozasat élelmiszerekbdl.
A szlrémobdszer Iényege a célkomponensek azono-
sitdsa a mintakban és azok szemi-kvantitativ értéke-
lése. Amely mintdkban kimutathaté a célkomponens
jelenléte, a megerdsitd elemzés a screening maod-
szert6l kulonallé konfirméaciés modszerrel torténik.
Korabban a meger@sit6 moédszereket alkalmaztuk a
monitoring mérések soran, viszont ezeket az eljara-
sokat csak egy antibiotikum-csoportra dolgoztak ki,
igy szlirémddszerként nem annyira hatékonyak, mint
egy tbbbkomponenses eljaras, amely tébb csoport
szimultdn vizsgalatat biztositja, igy noveli a haté-
konysagot. A tobbkomponenses LC-MS/MS sz(ir6-
modszer el6nye mas screening vizsgalatokhoz ké-
pest, mint példaul az immunanalitikai eljarasok, hogy
a mérendé komponensek szama Kkiterjeszthet6, a
szelektivitds és az azonositas az MS/MS detektéalas
révén biztositott, és joval egyszer(ibb minta-el6keé-
szitést igényel. Ugyanakkor az LC-MS/MS screening
vizsgalat sordn a nagyszamu és eltér6 szerkezetl
molekuldk szimultan vizsgéalatabol kifolydlag nem
lehet olyan eljarast kidolgozni (ez nem is feltétlendl
cél), amely minden komponensre optimalis. igy sem
az extrakcio hatasfoka, sem a kromatogréfias felbon-
tds nem lesz minden komponensre kielégit6. A min-
tatisztitas (pl.: folyadék - folyadék extrakcios vagy
szilard fazisu extrakcios) kivitelezését is nehezitik a
célkomponensek eltérd fizikai-kémiai tulajdonsa-
gai, ezért sokszor LC-MS/MS screening soran nem
is alkalmazunk minta-tisztitast (clean-up), hanem az
un. ,dilute-and-shoot” eljarast kdvetve a mintat csak
extrahaljuk és az extraktumot higitast és fecskendd-
szlirést kdvetéen injektaljuk az LC-MS/MS-be [5]. A
mintatisztitas elhagyaséaval ugyanakkor a hattér mat-
rixvegylletek szadma és koncentracidja nem csoOk-
kenthet6 a miszeres mérést megel6z6en, ami noveli
a matrixhatast (ion elnyomas/er6sités) az MS/MS ké-
szilék ionforrdsaban, ezzel lényegesen befolyasolja
a mennyiségi értékelést. Ez is az oka annak, hogy a
.dilute-and-shoot” eljarasok csak szlr6vizsgalatra
alkalmazhatok, kivéve, ha a méatrixhatas kompenza-
laséara izotophigitast tudunk alkalmazni [6].

A kozleményink célia a NEBIH ETbl Elelmiszer
Toxikologiai Nemzeti Referencia Laboratériumaban
tjonnan bevezetett, antibakeridlis szermaradékokra
vonatkozé vizsgalatai gyakorlat bemutatdsa repre-
zentativnak szamit6 mintaszdm elemzését kovetden.
A tobbkomponenses LC-MS/MS szlr6vizsgalat mo-
nitoringmérésekben toérténd alkalmazéasa 6ta (2017.
aprilis) kozel 1800 mintat elemeztink a kdzlemény
benyuljtasanak id6pontjdig. Dolgozatunkban csak
vazlatszerlen részletezzik a mérési eljarasokat, a
modszerek teljes leirasat a hivatkozasok tartalmaz-
zak, célunk inkdbb a vizsgalati koncepcid ismerteté-
se és az ezzel elért eredmények kozlése.

3. Vizsgalati médszerek
A tbbbkomponenses antibiotikum mddszer kidolgo-

zasanal a legnagyobb nehézséget a célvegylletek
eltér§ polaritasa (hidrofobicitasa) jelenti. Amig pél-
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daul az aminogliikozid tipust molekulak hidrofil, vi-
zoldhaté komponensek, addig egyes antibiotikumok
hidroféb, apolaris jellegl vegylletek és/vagy vizes
kdézegben instabilak (pl.: makrolidok, béta-laktAmok).
Tovabbi komplikaciét jelent a kdzeg kémhatasara
valé érzékenység, szintén az aminoglikozidok és a
makrolid/béta-laktdm csoportok egymastdl eltérd
jellege miatt. Az el6bbi csoport er6sebb savas pH-n
(<1) extrahalhat6 jol, ezzel szemben az utébbi ket-
té érzékeny az alacsony pH-érték(i kdzegre. Az ext-
rakcios kozeg dsszetételét ebbdl kdvetkez6en olyan
kompromisszummal kell kidolgozni, amely a veszte-
ségek ellenére is lehetbvé teszi, a szermaradékok fél
MRL értéken vagy az alatti reprodukalhaté kimutata-
sat. Tovabba, a mintael6készitést kovetd folyadék-
kromatografias elvalasztas soran a mozgoéfazishoz
olyan mddositd komponenst (ionparképzd reagenst)
kell adagolni, amely lehetévé teszi a hidrofil kompo-
nensek visszatartasat forditott fazisu elvalasztas so-
ran és igy atobbkomponenses sz(ir6vizsgalati eljaras
egy injektalassal kivitelezhetd [2].

A meger6sité modszerek mar csoportspecifikusak,
igy a célkomponensek kinyerése és a mintak tiszti-
tdsa mar illeszkedik a feladathoz (,fit for purpose”),
a m(iszeres meghatarozas a vegyiletcsoportra opti-
malhatd, ezaltal a vizsgalatok szelektivek, pontosak
és reprodukalhaték lesznek, és kielégitik a konfirma-
ciés mérésekre vonatkozd kovetelményeket [7]. A
megerdsité modszerek esetén érdemes megemliteni,
hogy az optikai detektorok, akar az UV (UV-VIS spekt-
rofotometrias detektor) vagy az FLD (fluoreszcencias
detektor) alkalmazhatok engedélyezett szerek vizsga-
lata soran [7]. Az optikai detektorok hasznéalata nem
egy esetben jobbnak bizonyul a témegspektrometriai
detektalashoz képest, mert a mennyiségi értékelés-
hez az optikai detektorok nem igényelnek izotépje-
6t belsd standardokat (internal standard - ISTD) [8].
Bar az izotéphigitasos tomegspektrometria (isotope
dilution mass spectrometry - IDMS) az egyik legjobb
kvantitativ értékelési forma, mégis kevés vegyilet
esetén érhetd el stabil izotopjelzett analdég, amely a
célkomponenst ért matrixhatasokat hivatott kompen-
zalni az MS detektalas soran, igy javitva a mennyi-

ségi meghatarozast [2]. Konkrét példaként emlithet6
a tetraciklinek meghatarozasa élelmiszerekbél az EU
altal eldirt 100 pg/kg (izom, tej), illetve 600 pg/kg-os
(vese) szinten. A tetraciklinek UV detektor alkalma-
zasaval nagyobb, szelektivebb hullamhosszon (365
nm) mérhet6k, de MS/MS késziilékkel is vizsgalha-
toék. Az utdbbi esetén izotdpjeldlt ISTD nem érhetd el
kereskedelmi forgalomban mindegyik komponensre,
de koltséghatékonysadg szempontjabol hasznalatuk
indokolatlan lenne. A mennyiségi értékeléshez ezért
LC-MS/MS alkalmazdsa esetén matrixra illesztett
kalibracié sziikséges, hogy az ionforras valaszjelé-
nek valtozadsat kompenzalhassuk. Viszont a métrixra
illesztett kalibraciéval nem minden esetben lehetsé-
ges teljes mértékben kompenzalni a mintaban 1év§
méatrixhatast, f6képp az dsszetettebb mintakban, pl.
méjban, igy az optikai detektélas, amely sordn matrix
nélkili oldészerbdl vessziik fel a kalibraciot, megfele-
I6bbnek bizonyul [8].

3.1 Tobbkomponenses LC-MS/MS szlré6maodszer

A mintael6készités és az analizis ellendrzésére 6tkom-
ponenses (szulfapiridin, trimetoprim-d9, roxitromicin,
penicillin-G-d7 és metaciklin) kisérd standard keve-
rékkel adalékoljuk a mintakat az extrakciot megel6-
zB8en. A kisérd standardok visszanyerése a mintakbol
igazolja a mérés jésagat. A szbvet- és tojasmintakat
(2,0 g) acetonitril - 0,01 M oxalsavat tartalmazo viz
(25/75, viv) eleggyel (10 mL) extrahaljuk, és a tiszta
feltliszoét fecskend6szlir6vel HPLC vial-ba szdrjik. A
tejmintakat (5,0 g) Mcllwain pufferrel higitjuk (5,0 mL)
és centrifugalast kévet6en szilard fazisu extrakcioval
(solid phase extraction - SPE) tisztitjuk és dusitjuk. A
méz mintakat (5,0 g) 0,1 % (v/v) heptafluoro-vajsavat
(heptafluorobutiric acid - HFBA) tartalmazé vizben
(10 mL) oldjuk és hidrolizaljuk, majd SPE-vel tisztit-
juk és dusitjuk. Az SPE soran nagy szemcseatmérgji
forditott fazisu kopolimer patronokat (pl.: Strata-XL,
100 pm), és ionparképz6 reagensként 0,1% (v/v)
HFBA oldatot alkalmazunk. Az ionparképz6 szer a
polaris aminoglikozidok visszatartasa érdekében
szlikséges.
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Az igy el6készitett mintakban a célkomponenseket
héjszerkezetli C18-as HPLC oszlopon valasztjuk el
ionpéar-kromatogréfiat alkalmazva (1. abra). A moz-
gofazis 0,1 % (v/v) HFBA-t tartalmaz6 viz - acetonitril
(90/10 v/v) elegye linearis gradiens ellciéval. A cél-
vegyluleteket elektroporlasztasos ionizaciot (electros-
pray ionisation - ESI) kdvetéen MS/MS készulékkel
detektaljuk (2. tabldzat) pozitiv ionmddban (ESI+)
és MRM (Multiple Reaction Monitoring) pésztazasi
moddal. A 2. tablazatban szerepld ionatmeneteket
a csoport specifikus meger6sité modszerekben is al-
kalmazzuk.

3.2 Megerdsité mérések

3.2.1 Szulfonamidok és a trimetoprim meghataro-
zasa

Vizsgalt komponensek: szulfadimetoxin, szulfadoxin,
szulfakvinoxalin, szulfaklorpiridazin, szulfametazin,
szulfametoxazol, szulfadiazin, szulfatiazol és tri-
metoprim. Mivel a szulfapiridint nem alkalmazzak
allatterapidban, kiséré standardként alkalmazhatjuk,
hiszen ez a komponens nagy valdszinliséggel nem
szennyezi az allati eredetd élelmiszereket. A mintakat
(5,0 g), a méz kivételével, diklér-metannal extrahaljuk
és normal fazisu, szilikagél SPE-vel tisztitjuk. A vizes
eluatumot etil-acetattal folyadék-folyadék fazisban
extrahdljuk, és a szerves fazist gyl(jtjuk. Egy oldo6-
szercserét kdvet6éen HPLC-DAD-dal (Z = 267 nm)
hatarozzuk meg a szulfonamidokat. A mézmintakat
(5,0 g) hangyasavas vagy ecetsavas (5%, v/v) viz-

ben oldjuk és hidrolizaljuk, majd kopolimer SPE-vel
tisztitjuk. A vizsgélatokhoz HPLC-FLD-t (Zex= 420 nm,
Zam= 480 nm) vagy LC-ESI(+)-MS/MS-t alkalmazunk.
Az LC-MS/MS lehetévé teszi a szulfonamidok és a
trimetoprim szimultdn meghatarozdsat. Amennyi-
ben a tesztminta nem méz, LC-MS/MS rendszer-
rel vizsgélva a mintat elegendd (2,0 g) acetonitrillel
extrahalni. Oldészercserét kovet6en az extraktum az
LC-MS/MS rendszerbe injektadlhatd. A trimetoprim
meghatarozasahoz izotophigitdsos toOmegspektro-
metriat (IDMS) alkalmazunk, a mintat trimetoprim-d9
ISTD-vel adalékoljuk [9].

3.2.2 Makrolidok meghatarozasa

Vizsgalt komponensek: tilozin, tilmikozin, spiramicin
és eritromicin. A mintakat vizes TRIS pufferrel (0,1
M, pH = 10) extrahaljuk és az extraktumot kopolimer
SPE-vel tisztitjuk. A mintakat LC-ESI(+)-MS/MS-sel
vizsgaljuk savas kémhatasu eluenssel C18-as allofa-
zison [10].

3.2.3 Aminoglukozidok meghatarozéasa

Vizsgalt komponensek: neomicin, dihidrosztreptomi-
cin, sztreptomicin, apramicin, kanamicin, gentamicin
és spektinomicin. A mintakat (2,0 g) vizes triklér-ecet-
savval (5%, m/m, pH=1) extrahaljuk, majd kozvetle-
ndl injektalhatjuk az LC-ESI(+)-MS/MS késziilékbe.
Minta-tisztitas esetén alkalmazhatunk kopolimer SPE
oszlopot és ionpar-képzéként HFBA-t. A HPLC elva-
lasztas is ionpar-kromatografiaval torténik, az eluens

1 abra: Adalékolt (< 0,5 x MRL) sertés izom minta LC-MS/MS sz(irémddszerrel felvett kromatogramja.
Figure 1: Chromatogram of a spiked (< 0.5 x MRL) pig muscle sample recorded by an LC-MS/MS screening method
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0,1% (v/v) HFBA-t tartalmaz6 viz - acetonitril (90/10
vlv) linearis gradiens ellcioval, az all6fazis forditott
fazisu C18-as [11].

3.2.4 Béta-laktamok meghatarozasa

A béta-laktdmok vizsgalata magaba foglalja a klasszi-
kus penicillinek (amoxicillin, ampicillin, penicillin G, pe-
nicillin V, oxacillin, nafcillin, kloxacillin és dikloxacillin)
és az Ujgeneracios cefalosporinok (cefkvinom, ceftio-
fur, cefalonium, cefazolin, cefapirin, cefalexin és ce-
foperazon) egyiittes mérését élelmiszerekbdl. A minta-
kat (2,0 g), tej kivételével, foszfat pufferrel (pH=6 vagy
8) vagy acetonitril - viz (50/50 v/v) eleggyel extrahaljuk.
Utdbbival a cefalosporinok jobban kinyerhet6k a min-
tabol. A mintakat SPE-vel tisztithatjuk vagy kdzvet-
lendl injektalhatjuk az LC-ESI(+)-MS/MS rendszerbe.
A tejmintakat (5,0 g) vizzel higitjuk (1:1 v/v), centrifugal-
juk és utana kopolimer SPE-vel tisztitjuk és koncent-
raljuk. A penicillin G meghatarozasa IDMS-sel torténik
a minta penicillin G-d7 ISTD-vel tdérténé higitasa utan
[12]. Az elvalasztast savas kémhatasu eluenssel C18-
as alléfazison végezzik.

3.2.5 Tetraciklinek meghatarozasa

Vizsgélt komponensek: Kklortetraciklin, 4-epi-klortet-
raciklin, oxitetraciklin, 4-epi-oxitetraciklin, tetraciklin,
4-epi-tetraciklin és doxiciklin. A mintakat (5,0 g) Mcll-
wain pufferrel (pH = 4) extrahaljuk és az extraktumot
forditott fazisi (C-18 vagy kopolimer) SPE-vel tisz-
titjuk. Az igy el6készitett mintakat HPLC-DAD-dal
(k = 365 nm) vagy LC-ESI(+)-MS/MS-sel hatarozzuk
meg savas kémhatasu eluenssel és héjszerkezeti
C-18-as HPLC oszlopot alkalmazva [8]. UV detek-
tdlas esetén terner mozgofazis (metanol/acetonitril/
vizes oxélsav) alkalmazasa szikséges a megfelel6
kromatografias felbontas eléréséhez.

3.2.6 Kinolonok meghatarozasa

Vizsgalt komponensek: difloxacin, orbifloxacin,
szarafloxacin, ofloxacin, marbofloxacin, enrofloxa-
cin, ciprofloxacin, danofloxacin, norfloxacin, oxo-
linsav, nalidixsav és flumekvin. A mintadkat (5,0 g)
foszfat pufferrel extrahaljuk és az extraktumot
C18-as SPE oszlopon tisztitjuk, majd HPLC-FLD-vel
(kex = 260/280 nm, >am= 366/450 nm) C18 forditott
fazison hatarozzuk meg a célkomponenseket [13].
Annak ellenére, hogy a kinolonokat LC-MS/MS rend-
szerrel nagy szelektivitas és érzékenység mellett
lehet mérni, ezt az elvalasztastechnikat mégsem te-
kinthetjik a legalkalmasabbnak, mert a mennyiségi
értékelést a matrixhatas nagymértékben befolyasolta
az IDMS (isotope dilution mass spectrometry - IDMS)
alkalmazasa nélkal.

3.2.7 A linkomicin meghatarozasa
A linkomicin a link6zamidok csoportjaba tartozik. Jol

extrahalhato tiszta acetonitrillel a tesztmintabdl, majd
egy olddszercserét kovetden vizes ecetsav oldatban

(pH = 4,7) tisztithat6 kationcserél6 SPE oszlopon. A
linkomicint LC-ESI(+)-MS/MS-sel izokratikusan va-
lasztjuk el héjszerkezet(i C18 HPLC kolonnan savas
pH-értékd eluens alkalmazasaval [14].

3.2.8 A griseofulvin meghatarozasa

A grizin is extrahalhaté acetonitrillel, majd kozvetle-
ndl tisztithaté C18-as SPE oszlopon. Mennyiségileg
HPLC-DAD-dal (I =290 nm) vizsgaljuk C18-as HPLC
oszlopon savas kémhatasu eluenssel.

4. Eredmények és értékelésiik
4.1 A moddszerek validalasa

Az allatgydgyaszati szerek vizsgalataira iranyul6 szd-
rémodszerek validalasara az Eurdpai Unio Referencia
Laboratériumai (European Union Reference Labora-
tory - EU-RL) 2010-ben adtak ki egy egységes eljarast
[15]. Ennek elsé melléklete szerint a szermaradékok
vizsgéalati modszereit az alabbiak szerint is validal-
hatjuk: valasszunk ki hasz kuléonb6z6 vak mintat (pl.:
hasz kilénb6z6 mézmintat) és elemezzik 6ket parhu-
zamosan: adalékolassal (spike) és adalékolas nélkul
is. Az adalékolas szintje az MRL érték fele, vagy annal
kevesebb legyen. Amennyiben a hisz, adalékolt min-
tdban detektalt jel tartomanya (komponensenként)
nincs atfedésben a 20 db vak mintakban detektalt jel
tartomanyaval adott célvegyilet retencids idéablaka-
ban, ugy az adott komponensre a mdédszer validalt-
nak tekinthetd. A kiiszobértéket (cut-off) az adalékolt
mintak legkisebb valaszjeleként komponensenként
adhatjuk meg. Az analitikai valaszjel dimenzi6ja altala-
ban abszorbancia vagy belitésszam lehet. A kimuta-
tasi képesség (detection capability - CCp) ez esetben
pedig a validalas soran bedllitott adalékolasi szinttel
(<0,5 x MRL) egyenl6. A CCp-nak tébb definicidja
is ismert; szlrémodszer esetén a CCp a mintaban
a célkomponens azon koncentracioja, amely p hiba
mellett mutathatdé ki az adott vizsgéalati modszerrel.
B csoportos vegyiletekre a megengedett hiba scre-
ening eljarasok esetén 5%, tehat p=5. A kimutatasi
képesség szamolasat az EU 2002/657/EC rendelete a
megerdsitd mdédszerek esetén is elbirja [7]. Ugyanak-
kor a konfirmacios mddszerekre vonatkoz6 képlettel
szamolhaté CCp mindig magasabb, mint a megerdsi-
t6 modszer dontési hatara (decision limit - CCa), ami
elvileg hibas, mert a CCp-nak kisebbnek kell lennie
az MRL értéknél. A CCa hatarértékkel rendelkez6
komponensek esetén mindig magasabb az MRL-nél:
CCa=MRL +1,64x Smrl,ahol SMR.az MRL értékre ada-
[ékolt 20 db minta sz6rasa a validalas soran. A rendelet
felllvizsgalata soran a meger6sitd modszerek esetén
a CCp értékelését felfiiggesztik, és a konfirmacios el-
jarasoknal csak a CCa értékének megadasa lesz kote-
lez6. Az 1. tablazat a tdbbkomponenses LC-MS/MS
szlirémodszer kimutatasi képességeit mutatja ku-
[6nbdz6 matrixokban komponensenként. A validalas
minden komponensre teljesiilt, viszont a neomicin és
a gentamicin kinyerése alacsonynak bizonyult, ami-
nek oka a gyengébb savas extrakcios kozeg.
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A mézmintak validalasat a méhek kezelésére alkal-
mas allatgyogyszerekre (tetraciklinek, szulfonamidok,
aminoglikozidok kozul f6képpen a sztreptomicin) vé-
geztik el a linkomicin és a griseofulvin meghatarozéa-
saval kiegészitve. Az els6 harom csoportra az EU-RL
(ANSES, Fougeres, Franciaorszag) ajanlott értékeket
hatarozott meg mézben 20 pg/kg és 50 pg/kg kozott

[16] . Az antibiotikumok a mézeld méhek nyulés kol-

tésrothadasa (American vagy European foulbrood) el-
len lehetnek hatdsos szerek, azonban az Eur6pai Unio
teriiletén haszndlatukat egyel6re nem engedélyezik

[17] ,igy mézre vonatkozdéan nem rendelkeznek rende-

letben el6irt hatarértékkel A mézek allatgyogyszer-tar-
talménak szabalyozasa ugyében el6relépést jelenthet
a 2013-ban megjelent Codex ajanlds MRL felallitasara
mézben [18]. Az EU-RL 4ltal ajanlott 20 pg/kg érték a
makrolid csoportra, eritromicinre és tilozinra is vonat-
kozik. Ugyanakkor ezek a komponensek a legujabb
tanulmanyok szerint a mézben gyorsan metaboliz4-
I6dnak, és igy csak a bomlastermékeik (anhidroeritro-
micin, eritromicinenol-éter és desmikozin) mutathatok
ki [19], [20], amelyekre viszont egyel6re nem létezik
ajanlott érték. E metabolitok vizsgélatdra méréseinket
még nem terjesztettik ki.

A meger6sité modszerek validalasa a fent emlitett
2002/657/EC rendelet alapjan torténik [6]. Ez eset-
ben Iényegesen tobb analitikai teljesitményjellemzét
kell meghatarozni, mint példaul szelektivitas, azono-
sitds, pontossag, reprodukalhatésag, linearitas, CCa
stb. Uj paraméterként jelenik meg az Gtmutaté fell-
vizsgalatakor a matrixhatas értékelése, ami témeg-
spektrometrias detektalas esetén lesz szikséges.
Kozleménylinkben a megerdsit6 mddszerek dontési
hatarait (CCa) adtuk meg komponensenként matrix-
tél fuggben. Azokra az Uj komponensekre, melyek
validalas el6tt allnak, a meghatarozasi hatart (Limit of
Quantification - LOQ) kdzdltik (1. tablazat).

4.2 Nemzetkozi korvizsgalat

Az élelmiszer antibiotikum vizsgalatok EU-RL szerep-
korét az EU-RL (Fougeres, Franciaorszag) laboratori-
um télti be. Az altaluk szervezett kdrvizsgalatokban
(Proficiency Test - PT), amelyekben a részvétel kote-
lez6 a tagallamok nemzeti referencialaboratériumai-
nak (National Reference Laboratory - NRL), a mintak
sz(ir6 és meger6sitd méréseit kilon kell valasztani,
értékelni és kozdlni. A hatésagi laboratériumoknak
korabban csoport-specifikus korvizsgalatokat kellett
végezniuk (pl. tetraciklinek kimutatasa sertés izom-
ban, vagy béta-laktdmok meghatarozasa tejben),
napjainkban viszont olyan mintak elemzése sziksé-
ges, amelyek eltéré antibiotikum-csoportba tartozé
antibakterialis szerekkel szennyezettek (pl.: Bl-es
antibiotikumok vizsgalata tojasban vagy izomban).
A 2016-0s és a 2017-es jartassagi tesztekben méar
a tbbbkomponenses LC-MS/MS moédszert alkalmaz-
tuk a mintak szlrévizsgalataihoz.

A 2016-0s jartassagi vizsgalatokban négy mézminta
antibiotikum-tartalmét kellett meghataroznunk, ame-

lyek kdzil egy volt negativ. A tébbi harom mintdban ki-
I6nb6z6 allatgydgyszer maradékokat detektaltunk. Az
elsé mintdban szulfatiazolt, a mésodikban tetraciklint
és 4-epi-teraciklint, mig a harmadik mintdban szterpto-
micint mutattunk ki. A szirémoddszerrel a komponen-
sek azonositasa megfelel§ volt, az LC-MS/MS alapu
meger6sité mérésekkel azonos komponenseket lehe-
tett kimutatni, mig a vak minta nem tartalmazott anti-
biotikumot a megerdsit6 mérések soran (3. tablazat).
A konfirmaciés mérésekkel detektalt koncentraciok
megfeleldk voltak. A szulfatiazol esetén az LC-MS/MS
meéréssel kapott 4,76 pg/kg-os értéket kozoltik, a
HPLC-FLD detektalassal mért 6,0 pg/kg-os értéket
nem tudtuk megadni. Ugyanakkor az optikai detektor-
ral kapott magasabb érték bizonyult jobbnak a jartas-
sagi tesztet szervezOk jelentése alapjan. A szulfatiazol
értékelése LC-MS/MS mérés esetén IDMS nélkil, mat-
rixra illesztett kalibracios modszerrel tortént. A detek-
talt kisebb érték a matrixra illesztett kalibracios mintak
€s a korvizsgalati mintdban 1évd eltér6 matrixhatassal
magyarazhat6: amennyiben a tesztmintdban nagyobb
az ionelnyomés (métrixhatds), mint a kalibraciés min-
takban, akkor az a tesztminta szennyez6inek alulmé-
réséhez vezet. IDMS hianydban a kalibraciéval nem
tudtuk kompenzalni a mennyiségi értékelést déntéen
befolyasolé matrixhatast, ami a készlilék ionforrasaban
Iép fel a hattér komponensek hatasara. Ezt a feltétele-
zést tamaszthatja ala, az hogy az optikai (FLD) detek-
talas esetén sikertlt az elfogadhatdésagi tartomanyon
(5,7 pa/kg -14,7 pg/kg) bellli értéket kapni.

Az optikai detektalast ugyanis nem befolyasoljak a
hattér matrixok, amennyiben nincs fluoreszcens jelik
azokon hullamhosszakon, amelyeken a célkompo-
nenseket detektaljuk.

A 2017-es korvizsgélat soran feladatunk édesvizi
halakban talalhaté antibakteridlis szerek vizsgalata
volt Bl csoportos komponensekre. Az LC-MS/MS
screening vizsgalat soran négy kiadott minta kozul
az egyes sorszamu mintaban nem detektaltunk cél-
vegylletet. A tébbi minta viszont szennyezett volt: a
masodik mintaban oxitetraciklint és 4-epi-oxitetra-
ciklint mutattunk ki, a harmadik mintdban szulfadia-
zint és trimetoprimet detektaltunk, és az utols6 minta
pedig oxolinsavat tartalmazott. Az oxitetraciklin meg-
er@sitésére HPLC-DAD maddszert alkalmaztunk, mig
az oxolinsav kimutatdsara HPLC-FLD technikéat. A
szulfadiazin és a trimetoprim konfirméacids vizsgala-
tdhoz LC-MS/MS-t hasznaltunk (3. tablazat). A kor-
vizsgalat értékelése még folyamatban van.

A tetraciklinek és kinolonok mérése soran az optikai
detektalast részesitettik elényben [7], mert igy nem
volt sziikség IDMS-re a pontos koncentracié meg-
hatarozasadhoz. Az eredmények benyujtasat kdvets-
en az oxitetraciklinnel szennyezett és az oxolinsavat
tartalmaz6 mintakat LC-MS/MS-sel is vizsgaltuk. Az
oxitetraciklin mérése soran a HPLC-DAD és az LC-
MS/MS technikdval folytatott mérések mintael6ké-
szitési lépései teljesen megegyeztek, a mintakat mat-
rixra illesztett kalibraciéval értékeltiik.
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A kalibraciét pontybdl szarmazé matrixszal vet-
tik fel, a koérvizsgalati minta tipusa ismeretlen volt.
A HPLC-DADtechnikaval detektalt értékek: 33,6pg/kg
4-epi-oxitetraciklin és 81,8 pg/kg oxitetraciklin. A
két parhuzamos mintaval LC-MS/MS vizsgélathoz
el6készitett mintdkban a 4-epi-oxitetraciklin 30,6
pa/kg-nak és 36,9 pg/kg-nak addédott, mig az oxi-
tetraciklin koncentraciéja 132 pg/kg és 232 pg/kg
volt. A 4-epi-oxitetraciklin és az oxitetraciklin reten-
cios ideje kozott (5,8 perc és 6,5 perc) 0,7 perc van
(2. abra). Az epimer ellciés id6ablakdban 1év6 hattér
nem befolydsolta negativan a komponens mennyisé-
gi meghatdrozaséat, ugyanakkor az anyavegyilettel
(oxitetraciklin) egyutt a készilék ionforrdsaba érkez§
matrixok mar lényegesen és reprodukéalhatatlanul be-
folyasoltak az oxiteraciklin jelét. A matrixra illesztett
kalibracidoval nem tudtuk kompenzalni a tesztminta-
ban el6all6 matrixhatast, ami kisebb ionelnyomast
mutatott a kalibraciés mintakban tapasztalt matrix-
hatashoz képest, igy a jartassagi tesztmintaban de-
tektalt koncentraciot magasabbnak talaltuk. Ezen
felll a tesztmintaban lévd méatrixhatas a parhuzamos
mintakban nem volt ismételhetd, igy a kés8bbiekben
tovabbi minta-tisztitasi 1épés vagy IDMS hasznalata
lehet sziikséges az LC-MS/MS technika alkalmaza-
sa sordn. A HLC-DAD-dal detektélt értékre szadmolt
Z-score-érték -1,3-nak adodott, tehat a megfeleld
tartoméanyba esett.

Az oxolinsavat tartalmazé mintat LC-MS/MS rend-
szerrel vizsgalva a koncentracié 2,5-szer nagyobb-
nak adoddott az FLD detektalassal kapott érték-
hez képest. A fluoreszcencias detektorral mért
105 pg/kg-os érték a valdszinlbb, mert az optikai de-
tektalast interferencia nem befolyasolta, igy a meny-
nyiségi értékelés pontossagat elégségesnek tekin-
tettiik. A 105 pg/kg-os értékre szamolt Z-score-érték
-0,9 lett, igy az oxalinsavval szennyezett minta vizs-
galati eredményének értékelése is megfelel6 volt.
IDMS hidnydban az oxolinsav kimutatasa MS/MS

0.6x105 K@rvizsg_él_ati hal min_ta
Fish proficiency testing sample

0.3-

0-

detektalassal er@s ionerdsitést mutatott, ami kdvet-
keztében a mért koncentracié a hozzarendelt érték
tdbbszérosének adédott.

4.3 Monitoringvizsgalat

A vizsgalati moédszerek alkalmazhatésagat mindig a
valédi mintak (incurred) vizsgalata igazolhatja, ugyan-
is a validalasok soran tobbségében adalékolt és nem
kezelt &llatoktdl szadrmazé mintékat elemzink. A va-
I6di mintadk esetén a célkomponensek a sejtek kozti
porusokban vagy intracellularisan helyezkednek el,
ezzel szemben az adalékolt mintak a feluletikdn hor-
dozzak a célvegyileteket. Ez jelent6s kilonbségeket
okozhat a komponensek kinyerését illetéen. A moni-
toringvizsgalatok soran valédi szennyezést tartalma-
z6 vagy vak mintakat elemziink. A monitoringmintak
dont6en allati eredetli szdvetek (izom, maj és vese),
illetve tej, tojas és méz. A kereskedelmi forgalomban
beszerezhet6 kontrollmintdk is altaldban kezelt alla-
toktél szarmaznak, ezek kozill szulfakvinoxalinnal és
szulfatiazollal szennyezett mézmintat elemeztiink a
tébbkomponenses LC-MS/MS rendszer alkalmaza-
saval (3. tablazat). A célkomponensek kimutathaték
voltak és meger6sit6 vizsgalatuk is megfelelének bi-
zonyult [9].

Az LC-MS/MS technika alkalmazaséaval a sz4rémaod-
szer monitoring vizsgalatokba valé bevezetése Ota
(2017. Aprilis) vizsgalt kdzel 1800 minta elemzésé-
nek eredményei azt mutatjak, hogy a leggyakoribb
allatgydgyszer maradékok a tetraciklinek csoportja-
ba tartoznak. A négy, jogszabalyban hatarértékkel
rendelkez§ tetraciklinszarmazék kozil az 6sszes ki-
mutathatd volt kialdnb6z8 mintdkban (3. tablazat).
A szennyezett mintdk kozott sertés- és szarvas-
marhaszoévetek (izom, maj és vese) voltak, valamint
egy libabdl szdrmazd izom. Egy tetraciklinnel kezelt
szarvasmarha vizeletében egy kortikoszteroid tipusu
vegylletet, a dexametazont is ki lehetett mutatni egy

oTC

Intenzitas, cps i/s. 1d6, perc/ Intensity, ops i/s. time, minute

2. abra: Oxitetraciklint (OTC) és 4-epi-oxitetraciklint (4-epi-OTC) tartalmazo6
kérvizsgalati hal minta LC-MS/MS meger6sité modszerrel felvett kromatogramja.
Figure 2: Chromatogram of a fish proficiency testing sample containing oxytetracycline (OTC)
and 4-epi-oxytetracycline (4-epi-OTC) recorded by an LC-MS/MS confirmation method
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masik LC-MS/MS technikaval [21]. Valészind, hogy
kombinalt, tébb hatéanyagot tartalmazé gyogyszer-
rel kezelhették az éallatot. A t6bbi, szennyezett min-
ta kilonb6z6 antibakteridlis szereket tartalmazott. A
csirkeizomban enrofloxacint és ciprofloxacint (kin-
olon tipusu antibiotikumok) mutattunk ki. Mézben
pedig szulfadimetoxint (szulfonamid) és trimetopri-
met (diaminopirimidin) detektaltunk egyidejlileg. A
trimetoprim szerepe a készitményben a szulfonamid
hatdsanak er@sitése, igy a trimetoprim maradékéanak
vizsgalata mindenképpen sziikséges a szulfonami-
dok mellett.

Ezt mutatja egy olyan szarvasmarhavese elemzé-
se is, amely szulfadiazint és mellette trimetoprimet
is tartalmazott (3. tdblazat). A béta-laktamok kozul
szarvasmarhavesében a penicillin G-t (benzilpenicil-
lin) mutattunk ki. Az allati szévetmintakban a peni-
cillinek még -20°C-on is instabilak [22]. A minta tiz
nappal késbbbi, Ujbdli mérése soran a célkompo-
nens mar csak a fele mennyiségben volt kimutathaté
a -18°C-os téarolas ellenére is. A béta-laktam tipusu
allatgyogyszerekkel szennyezett mintakat pH=6-o0s
kézegben -70°C-on célszer( tarolni a hosszabb el-
tarthatésag érdekében [21].

Szarvasmarhatej-mintakban cefaléniumot, vagyis
cefalosporint detektaltunk, amely a béta-laktamok
kozé tartozik. Ezen kivll tejben mas antibakterialis
szert nem talaltunk. A vizsgalt monitoringmintak ko-
zul tojasban nem detektaltunk még szennyezést, il-
letve a célvegyuletek kdziul makrolidot, linkomicint és
griseofulvint nem azonositottunk még mintaban. Egy
évvel a tobbkomponenses szlirémdbdszer bevezeté-
se 6ta elmondhat6, hogy a kimutathaté szennyezést
tartalmazé mintak szama az elmult évekhez képest
szamottevden nétt.

Ennek f6 oka, hogy a mérések nem antibiotikum-
csoport-specifikusak (pl.: béta-laktam vagy kinolon,
sth.), hanem egy sok komponenses szlr8vizsgalat
kovetkeztében a Bl csoportba tartozé szerek nagy
része egy vizsgalattal lefedhet6. A mddszer tovab-
bi elénye, hogy minimalis az anyagkéltsége, mert
az el6készités soran csak extrahaljuk a mintakat, és
tisztitasi lépés nélkil elemezzik azokat, igy nincs

szikség példaul szilard fazisu extrakciéra, ami lénye-
gesen novelné az el6készités idejét és koltségeit. A
koltségek csdkkentése mellett sikeresen ndéveltik a
vizsgéalatok hatékonysagat a tébbkomponenses szi-
rémaodszerrel.

5. A mddszerek adaptacidja

A Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal és a
Shahid Behesti Orvosi Egyetem (Teheran, Iran) ko-
zott fennallo egyuttmikédés keretében 2017 maju-
saban 6t irdani szakember érkezett a NEBIH ETbl-be,
hogy egy LC-MS/MS tréning keretében sajatitsak el
a tbbbkomponenses szlrémoédszert. Az egyhetes
képzés soran sikerilt az eljarast laboratériumunkban
teljes mértékben bemutatni és az irani kollégaknak
kiprébalni/atvenni. A tréning masodik fele Teheran-
ban lesz, amelynek célja a médszer teljes bevezetése
az irani NRL-ben. A képzés ezutan a meger@sité meé-
rések ismertetésével folytatodik, amelyek kézul mar
két modszert (tetraciklinek és szulfonamidok) sikerilt
az elsé tréning alkalmaval kiprébalni Budapesten.

hetes tréning keretében a térokorszagi NRL-ben
(National Reference Laboratory) is sikerrel prébaltuk
ki. Twinning projekt keretén belil 2018 majusaban
egy Ujabb tréninget terveztiink, amelynek folytatasa-
ként a torok kollégak a mddszer validalasat tervezik
a kozel jov6ben.

6. Kovetkeztetések

A kozleményben bemutatott allatgyégyszer-maradék
vizsgalati koncepcié hozzavet6legesen 1800 minta
vizsgalata utdn mar bizonyitotta hatékonysagat. Egy
évvel a tobbkomponenses szlirémddszer bevezeté-
se Ota lényegesen novekedett a monitoring vizsgala-
tok hatékonysaga, az el6z6 évekhez képest tobbféle
szennyezést tudtunk kimutatni. A sz(irémddszerrel
detektalt célkomponensek megerdsitése fliggetlen
konfirméacios eljarassal torténik. A szermaradékot
tartalmazé mintak meger@sité vizsgalatai minden
esetben igazoltdk a szlrémodszer altal kimutatott
célvegyilet jelenlétét a mintaban.
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1 Tablazat: A vizsgalt antibakterialis szerek és csoportositasuk. Az LC-MS/MS sz(rémaodszer kimutatasi képessége
(CCfi) komponensenként, a meghatarozasi hatar (LOQ) és a megerdsité eljarasok dontési hatarai (CCa).

Table 1: The antibacterial agents investigated and their grouping. The detection capability (CCfl) of the LC-MS/MS

screening method for each component, the limit of quantification (LOQ) and the decision limits of the confirmation

Antibioti-
kum
csoport
Antibiotic
group

Szulfona-
mid + tri-
metoprim
Sulfona-
mide +
trimethop-
rim

Makrolid
Macrolide

Aminogli-
kozid
Amino-
glycoside

Komponens
Component

Szulfadimetoxin
Sulfadimethoxine

Szulfadoxin
Sulfadoxine

Szulfakvinoxalin
Sulfaquinoxaline

Szulfaklérpiridazin
Sulfachloropyridazine

Szulfametazin
Sulfamethazine

Szulfametoxazol
Sulfamethoxazole

Szulfadiazin
Sulfadiazine

Szulfatiazol
Sulfathiazole

Trimetoprim
Trimethoprim
Tilozin
Tylosin
Tilmikozin
Tilmicosin
Spiramicin
Spiramycin
Eritromicin
Erythromycin

Neomicin
Neomycin

Dihidrosztreptomicin
Dihydrostreptomycin

Sztreptomicin
Streptomycin
Apramicin
Apramycin
Kanamicin
Kanamycin

Gentamicin
Gentamicin
Spektinomicin
Spectinomycin

ccp

(Mg/kg)
szovet

ccp
(pg/kg)

tissue

50

50

50

50

50

50

50

50

25

50

25

50

50

250

250

250

250

50

50

150

procedures (CCa)

Szliré6maddszer / Screening method

ccp

(Mg/kg)
tej
ccp

(pg/kg)
milk
50
50
50
50
50
50
50
50
25
25
25
100
20
750
100
100
100
75
50

100

ccp
(Mg/kg)

tojas
cecp
(pg/kg)
eggs
50
50
50
50
50
50
50
50
25
10
10
100
20
250
100
100
100
75

50

100

ccp

(Mgl/kg)
mez
ccp

(pg/kg)
honey
10
10
10
10
10
10
10

10

150
20
20
20
15
20

20

LOQ
(Mg/kg)
marixtol
fiuggben
LOQ

(pa/kg)

depending

on the
matrix

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

10

10

10

10-20

250

100-250

100-250

100-500

50-75

50

100-150

Megeré6-
sité
maodszer
Confirma-
tion
method

CCa
(Mg/kg)
marixtol
fiuggben
CCa

(pa/kg)

depending

on the
matrix

1-101

1-102

1-101

1-102

1-101

1-101

1-102

1-101

0.1-58.3

62-141

LOQ = 10

260-382

55-253

1875-7095

260-1454

262-1405

172

218-3848

122-1002

268-7898

Elelmiszervizsgalati k6zlemények - 2018. LXIV. évf. 2. szam

-~

-

-

ANTIBAKTERIALIS SZEREK MEGHATAROZASA

1973



1974 Elelmiszervizsgalati kbzlemények - 2018. LXIV. évf. 2. szam

>

Z Béta-
= laktam
W jactam
3

_|

Tl

X

>

C

7)

1))

N

M

A

Tl

A

.

Tetraciklin

0 oy
>

D\

A

@

m\

>

Amoxicillin
Amoxicillin
Ampicillin
Ampicillin
Penicillin G
Penicillin G

Penicillin V
Penicillin V

Oxacillin
Oxacillin

Nafcillin
Nafcillin

Kloxacillin
Cloxacillin

Dikloxacillin
Dicloxacillin

Cefkvinom
Cefquinome

Ceftiofur
Ceftiofur

Cefaldonium
Cefalonium

Cefazolin
Cefazolin
Cefapirin
Cefapirin
Cefalexin
Cefalexin

Cefaperazon
Cefaperazone

Kldrtetraciklin
Chlortetracycline
4-epi-klortetraciklin
4-epi-Chlortetracycline
Oxitetraciklin
Oxytetracycline
4-epi-oxitetraciklin
4-epi-Oxytetracycline
Tetraciklin
Tetracycline
4-epi-tetraciklin
4-epi-Tetracycline
Doxiciklin
Doxycycline

25

25

25

12.5

75

75

75

75

75

75

75

75

25

75

75

50

50

50

50

50

50

50

Sz(@irémaodszer / Screening method

15

15

15

15

10

50

10

25

30

50

25

50

50

50

50

50

50

50

15

15

15

15

10

50

10

25

30

50

25

50

50

50

50

50

50

50

10

10

10

10

10

10

10

2-10

2-10

2-10

2-10

10-15

10-15

10-15

10-15

10

10-50

10

10-25

10-30

10-50

10-25

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

Megeré6-
sité
maodszer
Confirma-
tion
method

4.8-66

5.8-62

5.4-64

23-35

41-404

37-102

38-140

39-97

LOQ = 10

28-1252

29-60

25-82

25-74

25-66

34-73

0.5-610

LOQ =5

0.5-605

LOQ =5

0.5-628

LOQ =5

0.5-601



Kinolon
Quinolone

Linko-
zamid
Lincosa-
mide

Difloxacin
Difloxacin

Orbifloxacin
Orbifloxacin

Szarafloxacin
Sarafloxacin

Ofloxacin
Ofloxacin

Marbofloxacin
Marbofloxacin

Enrofloxacin
Enrofloxacin

Ciprofloxacin
Ciprofloxacin

Danofloxacin
Danofloxacin

Norfloxacin
Norfloxacin

Oxolinsav
Oxolinic acid

Nalidixsav
Nalidixic acid

Flumekvin
Flumequine

Lincomicin
Lincomycin

Griseofulvin
Griseofulvin

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

250

Szlrémddszer/ Screening method

50

50

50

50

375

50

50

15

50

50

50

25

75

250
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50

50

50

50

37.5

50

50

15

50

50

50

25

25

250

10

10

10

10

7.5

10

10

10

10

10

15

50

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

1-10

Meger6-
sité
maodszer
Confirma-
tion
method

LOQ = 10

LOQ = 10

LOQ = 10

LOQ = 10

LOQ = 10

1.1-217

1-213

LOQ = 10

1.5-230

0.1-165

166-200

0.3-913

0.05-161

LOQ = 333
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2. Tablazat: A vizsgalt antibakterialis szerek MRM beallitasai és retencidjuk az LC-MS/MS szlr6moédszerben.
Table 2: MRM settings and retentions of the antibacterial agents investigated in the LC-MS/MS screening method.

Antibiotikum
csoport
Antibiotic
group

Szulfonamid +
trimetoprim
Sulfonamide +
trimethoprim

Makrolid
Macrolide

Aminoglikozid
Amino-
glycoside

Komponens
Component

Szulfadiazin
Sulfadiazine

Szulfatiazol
Sulfathiazole

Szulfapiridin
Sulfapyridine

Szulfametazin
Sulfamethazine

Szulfaklérpiridazin
Sulfachloro-
pyridazine

Szulfadoxin
Sulfadoxine
Szulfametoxazol
Sulfamethoxazole
Szulfadimetoxin
Sulfadimethoxine
Szulfakvinoxalin
Sulfaquinoxaline
Trimetoprim
Trimethoprim

Trimetoprim-d9
Trimethoprim-d9

Spiramicin
Spiramycin
Tilmikozin
Tilmicosin
Eritromicin
Erythromycin
Tilozin
Tylosin

Roxitromicin
Roxithromicine

Spektinomicin
Spectinomycin
Sztreptomicin
Streptomycin
Dihidro-
sztreptomicin
Dihydro-
streptomycin
Kanamicin
Kanamycin
Apramicin
Apramycin
Gentamicin
Gentamicin

Neomicin
Neomycin

Célkomponens/ Retencios

kiséré standard
Target
component/
surrogate
standard

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Kisérd standard
Surrogate
standard

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Kisér6 standard
Surrogate
standard

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Kisér6 standard
Surrogate
standard

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

id6 Anyaion Leanyionok feszliltség energia
(perc) (m/z) (m/z) ) V)
Retention Parent ion Daughter ions Fragmentor Collision
time (m/z) (m/z) voltage energy
(min) V) V)
156.1 15
5.0 251.1 21 100 30
156.1 10
7.7 256.1 21 100 30
8.0 250.1 156.1 100 15
156.1 15
9.9 279.2 1249 100 30
156.1 10
111 285.2 921 100 30
156.1 15
12.2 3111 921 100 30
156.1 15
12.4 254.1 21 100 30
156.1 20
14.2 3111 21 100 30
156.1 15
14.4 3011 108.0 100 o5
230.4 25
12.6 291.2 1230 100 o5
12.6 300.3 234.2 100 25
174.2 40
151 843.7 142 4 90 30
696.4 45
16.3 869.8 174.2 140 50
576.4 25
16.3 734.7 158.3 150 5
174.2 35
16.6 916.6 145.4 90 35
181 837.7 679.7 120 20
333.2 25
10.3 351.2 207.3 150 20
263.4 35
11.7 582.4 246.2 150 35
263.4 35
11.7 584.4 246.2 150 35
324.5 15
12.7 485.3 163.0 150 o5
378.1 12
13.6 540.3 2171 150 5
160.2 20
141 478.4 157.3 150 20
293.0 35
14.2 615.6 160.7 150 35
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Antibiotikum
csoport
Antibiotic
group

Béta-laktam
Beta-lactam

Tetraciklin
Tetracycline

Komponens
Component

Amoxicillin
Amoxicillin
Ampicillin
Ampicillin
Penicillin G
Penicillin G

Penicillin G-d7
Penicillin G-d7

Penicillin V
Penicillin V

Oxacillin
Oxacillin

Kloxacillin
Cloxacillin

Nafcillin
Nafcillin

Dikloxacillin
Dicloxacillin

Cefazolin
Cefazolin
Cefapirin
Cefapirin
Cefalonium
Cefalonium

Cefalexin
Cefalexin

Cefkvinom
Cefquinome

Cefaperazon
Cefoperazone

Ceftiofur
Ceftiofur

Oxitetraciklin
Oxytetracycline
4-epi-oxitetraciklin
4-epi-
Oxytetracycline
4-epi-tetraciklin
4-epi-Tetracycline

Metaciklin
Metacycline

Tetraciklin
Tetracycline
4-epi-klortetraciklin
4-epi-
Chlortetracycline
Klortetraciklin
Chlortetracycline
Doxiciklin
Doxycycline

Célkomponens/ Retencios

kiséré standard
Target
component/
surrogate
standard

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Kisérd standard
Surrogate
standard

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Kisérd standard
Surrogate
standard

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

Célkomponens
Target component

id6 Anyaion Lednyionok fesziltség energia
(perc) (m/z) (m/z) V) V)

Retention Parention Daughterions Fragmentor Collision

time (m/z) (m/z) voltage energy
(min) W) V)
10.3 366.2 23’21 100 150
125 348.2 ggg; 90 8
15.9 335.1 ggi 100 18
15.9 342.2 183.3 100 10
17.0 351.1 ﬁgi 100 18
17.7 402.2 iggi 100 18
18.6 436.1 ig)i 100 18
19.0 415.2 13312 100 ig
19.5 470.1 iééi 100 18
111 454.8 iéég 100 18
111 424.1 igéjé 100 ;'2
11.2 450.1 ig;g 100 155
125 348.1 ggg 100 l(?
121 529.3 igig 100 12
12.8 668.2 iéi; 100 ;g
151 524.1 i;gg 100 ;Z
12.2 461.3 3322 100 ;8
122 aes 32 00 1
12.4 445.2 ing 100 58
12.6 443.1 426.0 120 20
12.7 445.2 ing 100 58
14.2 479.2 igji 100 gg
14.7 479.2 igji 100 ég
15.6 445.2 iéﬁi 100 ;'(5)

Fragmentor Utkozési
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Antibiotikum kisér6 standard id6 Anyaion Leanyionok feszliltség energia
csoport Komponens Target (perc) (m/z) (m/z) ) V)
Antibiotic Component component/  Retention Parention Daughter ions Fragmentor Collision
group surrogate time (m/z) (m/z) voltage energy
standard (min) V) V)

Notoracin  Tergetcomponent 125 3202 20 w0
Matbofioracin  Terget component 125 382 209 I

Ofloxacin Target component 126 322 337 -
Cirofioxan  Targetcomponent 127 322 21 w0
Dancfioxaan  Terget component 134 382 5805 I

cnoon Emofioxaon  Targetcomponent 136 302 527 w00 L
Quinclone gig:ii:isca\a/cid (T::rlggincpoor:zzient 136 262.2 gigi 100 ig
Ombiloxacn  Targetcomponent 136 3962 503 C
Suaforadn Tergetcomponent 138 3882 307 C

pifioxacin Tatgetcomponent 142 402 307 I
Nalidnisacid  Tergetcomponent 186 281 510y R

‘ Fumequne  Tergetcomponent 191 221 20y w00
Uncosamide  Lincomyein  Targetcomponent 108 472 3507 70 %
Grisofuin  Targetcomponent 172 331 07 00 3

Célkomponens/ Retencios

Fragmentor Utkozési

3. Tablazat: A sz(ir6- és megerdsit6 modszerekkel valédi mintakban (kdrvizsgalati, monitoring, kontroll mintak)

detektalt szermaradékok.

Table 3: Antibiotic residues detected in real samples (proficiency testing, monitoring, control samples)

by the screening and confirmation methods.

LC-MS/MS

Azonositott L P Megerdsitd
. Antibiotikum  szlr6mddszer A . .
Minta komponens modszer Megjegyzés
e csoport LC-MS/MS g b
Sample Identified S - Confirmation Comment
Antibiotic group  screening
component method
method
X Csirke izom Enrofloxacin és
. _ ciprofloxacin Kinolon S862 pig/kg _
glnecken MU Enrofloxacin és Quinolone > CCR (HPLC-FLD) MRL = E100 pglkg
ciprofloxacin
Csirke izom . .
B _ Enrofloxacin Kinolon 128 pg/kg _
\ ;Zcr;(lecken MU Enrofloxacin Quinolone > CCR (HPLC-FLD) MRL = E100 pg/kg
Csirke izom Doxiciklin Tetraciklin 254 pgl/kg
glnecken mu- Doxycycline Tetracycline > CCR (HPLC-DAD) MRL = 100 pg/kg
Oxitetraciklin és Korvizsgalati EU-RL minta,
Hal 4-epi-oxitetraciklin Tetraciklin S115 pglkg Z-score = -1,3
Fish Oxytetracycline and Tetracycline >CCR (HPLC-DAD) Proficiency testing EU-RL sam-

4-epi-Oxytetra-
cycline

ple,
Z-score =-1.3
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Minta
Sample

Hal
Fish

Hal
Fish

Hal
Fish

Liba izom
Goose muscle

Méz
Honey

Méz
Honey

Méz
Honey

Méz
Honey

Méz
Honey

Méz
Honey

Sertés vese
Pig kidney
Sertés vese
Pig kidney
Sertés vese
Pig kidney

Sertés vese
Pig kidney

Sertés vese
Pig kidney

Sertés vese
Pig kidney
Sertés vese
Pig kidney

Azonositott
komponens
Identified
component

Szulfadiazin es
trimetoprim
Sulfadiazine and
trimethoprim

Oxolinsav
Oxolinic acid

Doxiciklin
Doxycycline

Szulfadimetoxin es

trimetoprim

Sulfadimethoxine
and trimethoprim

Szulfatiazol
Sulfathiazole

Tetraciklin es
4-epi-tetraciklin
Tetracycline and

4-epi-Tetracycline

Sztreptomicin
Streptomycin

Szulfakvinoxalin es

szulfatiazol
Sulfaquinoxaline
and sulfathiazole
Doxiciklin
Doxycycline
Doxiciklin
Doxycycline
Doxiciklin
Doxycycline

Doxiciklin es oxitet-

raciklin
Doxycycline and
Oxytetracycline

Doxiciklin es oxitet-

raciklin
Doxycycline and
Oxytetracycline
Doxiciklin
Doxycycline
Doxiciklin
Doxycycline

Antibiotikum
csoport

Antibiotic group

Szulfonamid es
diaminopirimidin

Sulfonamide and

diamino-
pyrimidine

Kinolon
Quinolone

Tetraciklin
Tetracycline

Szulfonamid es
diaminopirimidin

Sulfonamide and

diamino-
pyrimidine

Szulfonamid
Sulfonamide

Tetraciklin
Tetracycline

Aminogliikozid
Aminoglycoside

Szulfonamid
Sulfonamide

Tetraciklin
Tetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

LC-MS/MS

szlré6maodszer

LC-MS/MS
screening
method

> CCR

> CCR

< CCR

> CCR

> CCR

> CCR

> CCR

> CCR

< CCR

> CCR

> CCR
> CCR

> CCR

> CCR

> CCR

> CCR

> CCR
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Meger6sitd
modszer
Confirmation
method

31.7 pig/kg és/
and
23.9 pg/kg
(LC-MS/MS)

105 pg/kg
(HPLC-FLD)

Negativ
Negative
(LC-MS/MS)

333 pg/kg
(HPLC-DAD)

15.4 pg/kg és/
and
2.71 pg/kg
(LC-MS/MS)

4.76 pg/kg
(LC-MS/MS)

S12.6 pg/kg
(LC-MS/MS)

43.3 pg/kg
(LC-MS/MS)

Negativ
Negative
(LC-MS/MS)

123 pg/kg
és/and
107 pg/kg
(HPLC-FLD)

63.3 pg/kg
(HPLC-DAD)

81.8 pg/kg
(HPLC-DAD)

32.1 pg/kg
(HPLC-DAD)

105 pg/kg
és/and
54.2 pg/kg
(HPLC-DAD)
5375 pg/kg és/
and
308 pg/kg
(HPLC-DAD)

54.8 pg/kg
(LC-MS/MS)

34.7 pg/kg
(LC-MS/MS)

Megjegyzés
Comment

Kdorvizsgalati EU-RL minta,
Z-score = -1,1 és -0,3
Proficiency testing EU-RL
sample,

Z-score =-1.1 and -0.3

Kdorvizsgalati EU-RL minta,
Z-score =-0,9
Proficiency testing EU-RL
sample,

Z-score =-0.9

Korvizsgalati EU-RL minta,
Z-score = értékelés alatt
Proficiency testing EU-RL
sample,
Z-score = under evaluation

MRL = 100 pg/kg

MRL nincs meghatarozva
MRL not determined

Korvizsgalati EU-RL minta,
Z-score = -2,4
Proficiency testing EU-RL
sample,

Z-score =-2.4

Korvizsgalati EU-RL minta,
Z-score = -0,7
Proficiency testing EU-RL
sample,

Z-score =-0.7

Korvizsgalati EU-RL minta,
Z-score = 0,3
Proficiency testing EU-RL
sample,

Z-score = 0.3

Korvizsgalati EU-RL minta

Proficiency testing EU-RL sample

Kontroll minta
Control sample

MRL = 600 pg/kg
MRL = 600 pg/kg

MRL = 600 pg/kg

MRL = 600 pg/kg

MRL = 600 pg/kg

MRL = 600 pg/kg

MRL = 600 pg/kg
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Minta
Sample

Sertés vese
Pig kidney
Szarvasmarha
izom

Bovine muscle

Szarvasmarha
izom
Bovine muscle

Szarvasmarha
maj
Bovine liver

Szarvasmarha
vese
Bovine kidney

Szarvasmarha
vese
Bovine kidney

Szarvasmarha
vese
Bovine kidney

Szarvasmarha
vese
Bovine kidney

Szarvasmarha
tej

Cow’s milk
Szarvasmarha
tej

Cow’s milk
Szarvasmarha
tej

Cow’s milk
Szarvasmarha
tej

Cow’s milk
Szarvasmarha
tej

Cow’s milk

7. Irodalom

[1] Fekete, J., Kormany, R., Fekete, Sz. (2017):
Modern folyadékkromatografia,

Azonositott
komponens
Identified
component

Kldrtetraciklin
Chlortetracycline

Oxitetraciklin
Oxytetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

Tetraciklin
Tetracycline

Oxitetraciklin
Oxytetracycline

Penicillin G
Penicillin G

Szulfadiazin es
trimetoprim
Sulfadiazine and
trimethoprim

Ampicillin
Ampicillin

Cafaldonium
Cefalonium

Cafaldonium
Cefalonium

Cafaldnium
Cefalonium

Tetraciklin
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LC-MS/MS

Antibiotikum  szir6mddszer Mn(i%zrsozsel;[o Meaieqvzés
csoport LC-MS/MS . ) glegy
P - Confirmation Comment
Antibiotic group  screening
method
method
Tetraciklin 270 |jg/kg _
Tetracycline > CCR (LC-MS/MS) MRL = 600 pg/kg
Tetraciklin 1444 pg/kg _
Tetracycline > CCR (HPLC-DAD) MRL = 100 pg/kg
MRL = 100 pg/kg
A vizelet 12,6 pg/kg dexameta-
Tetraciklin > CCR 126 pg/kg zont tartalmazott.
Tetracycline (HPLC-DAD) MRL = 100 pg/kg
The urine contained 12.6 pg/kg
dexamethasone.
MRL = 300 pg/kg
A vizelet 12,6 pg/kg dexameta-
Tetraciklin > CCR 239 pg/kg zont tartalmazott.
Tetracycline (HPLC-DAD) MRL =300 pg/kg
The urine contained 12.6 pg/kg
dexamethasone.
MRL = 600 pg/kg
A vizelet 12,6 pg/kg dexameta-
Tetraciklin > CCR 1506 pg/kg zont tartalmazott.
Tetracycline (HPLC-DAD) MRL = 600 pg/kg
The urine contained 12.6 pg/kg
dexamethasone.
Tetraciklin 677 pg/kg _
Tetracycline > CCR (HPLC-DAD) MRL =600 pg/kg
Beta-laktam 158 pg/kg _
Beta-lactam > CCR (LC-MS/MS) MRL =50 pg/kg

Szulfonamid es

247 pg/kg és/

S S and

diaminopirimidin .
. 198 pg/kg MRL = 100 pg/kg és 50 pg/kg

i.U'fo.”am'de and >CCR  (PLC-FLD és/ MRL =100 pg/kg and 50 pg/kg

iamino- and
pyrimidine LC-MS/MS)
Beta-laktam 1.12 pg/kg _
Beta-lactam > CCB (LC-MS/MS) MRL =4 pg/kg
Beta-laktam 3.07 pg/kg _
Beta-lactam > CCR (LC-MS/MS) MRL =20 pg/kg
Beta-laktam 2.85 pg/kg _
Beta-lactam > CCR (LC-MS/MS) MRL =20 pg/kg
Beta-laktam 129 pg/kg _
Beta-lactam > CCR (LC-MS/MS) MRL =20 pg/kg
Tetraciklin 38.1 pg/kg _
Tetracycline > CCR (HPLC-DAD) MRL = 100 pg/kg
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