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Przedstawiono metode wykrywania i ilosciowego oznaczania pozostalosci
chloramfenikolu w moczu bydta. Probka byla oczyszczana przy zastosowaniu
polimeréw z odwzorowaniem czqsteczkowym (MIP). Analize przeprowadzono
w ukladzie LC-MS/MS z zastosowaniem kolumny Luna C18 Phenomenex. Jako
standard wewnetrzny zastosowano CAP-d5. Metode zwalidowano zgodnie z kry-
teriami Decyzji Komisji nr 2002/657/WE. Sredni odzysk prébek wzmocnionych
byt powyzej 86%. Limit decyzyjny (CCoa,) i zdolnos¢ wykrywania (CCp) wynosity
odpowiednio 0,07 ug/kg i 0,09 ug/kg.

Hasta kluczowe: chloramfenikol, polimery z odwzorowaniem czasteczkowym, po-
zostatosci, mocz, LC-MS/MS.
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Chloramfenikol (CAP) jest jednym z najstarszych antybiotykéw o szerokim
zakresie dzialania bakteriostatycznego. Hamuje wzrost bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych oraz wiruséw. Obok cennego dziatania farmakologicznego CAP
moze powodowac wystgpowanie niezwykle groznej dla zycia ludzi niedokrwisto$¢
plastycznej. Z tego powodu uznano, ze pozostalos¢ CAP w produktach pochodze-
nia zwierzecego moze stanowic¢ zagrozenie dla cztowieka. Wprowadzono zakaz
stosowania go u zwierzat, ktorych produkty przeznaczone sa do spozycia. Mimo to
istnieja podejrzenia, ze CAP moze by¢ wykorzystane przez nieuczciwych hodow-
céw co spowodowalo, ze zwiazek ten zostat wlaczony do programu badan kon-
trolnych.

Okreslone zostato tymczasowe minimalne wymaganie wartosci granicznej wy-
dajnosci metod analitycznych MRPL (ang. minimum required performance limit)
stosowanych do oznaczania CAP dla migsa, jaj, mleka, owocéw morza (krewetki,
kraby), miodu i moczu, ktére wynosi 0,3 pg/kg (1).

Mato jest prac dotyczacych oznaczania CAP metoda LC-MS/MS w moczu zwie-
rzat (2, 3, 4). Procedura przygotowania prébek moczu do MS polega przewaznie na
oczyszczaniu ich poprzez bezposrednie nanoszenie probki moczu na kolumienki
C18 (4) lub Chem Elut (2, 3) i ekstrakcji octanem etylu.
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Wsréd nowych technik stosowanych do oczyszczania probek na uwage zastu-
guje metoda ekstrakcja do fazy stalej z wykorzystaniem sorbentow z nadrukiem
molekularnym (ang. Molecularly Inprinted Solid Phase Extraction — MISPE). Ten
rodzaj sorbentéw polimery z nadrukiem molekularnym (ang. Molecularly Imprinted
Polymers — MIP) okreslane sa czgsto mianem sztucznych przeciwcial z uwagi na
duza selektywnos¢ sorbentu w stosunku do okreslonych analitow podobnie, jak ma
to miejsce w przypadku immunosorbentdw.

Zasada tworzenia MIP polega na obudowaniu czasteczki wzorca polimerami od-
dajac w ten sposob jej wielkos¢ i ksztatt. Powstaje kompleks monomer-czasteczka
wzorca, ktéra zostaje unieruchomiona w sieci polimerycznej. Z chwilg, usunigcia
czastek wzorca z matrycy, powstaja wolne przestrzenie, ktore dopasowane sg do
oznaczanej substancji rozmiarem, ksztalttem oraz wlasciwo$ciami. Dzigki temu sta-
ja si¢ one dostepne jedynie dla czasteczek podobnych lub wrecz identycznych ze
wzorcem. Grupy funkcyjne odciskow molekularnych stanowia zatem kluczowy ele-
ment ulatwiajacy rozpoznawanie wybranych czasteczek, nadajac materiatowi poli-
merycznemu swoiste powinowactwa do jednego rodzaju struktury. Ogromna zaleta
tej technik jest to, ze w polimerze mozna utrwali¢ odciski molekularne réznych
czasteczek wzorcow, co pozwala otrzymac specyficzne polimery selektywnie je roz-
rozniajace (5, 6, 7). W chwili obecnej sga dostgpne w handlu kolumienki SPE MIP
firmy Supelco do oznaczania w réznych matrycach biologicznych nastgpujacych
lekéw: chloramfenikol, beta-agonisci oraz beta-blokery.

Celem pracy byto opracowanie metody identyfikacji oraz ilosciowego ozna-
czania CAP w moczu metoda LC-MS/MS w oparciu o dane z piSmiennictwa oraz
doswiadczenia wlasne, ktora spetiataby zalecenia decyzji komisji 2003/181/WE
1 2002/657/WE. W procesie przygotowania probek do analizy wykorzystano kolu-
mienki SupelMIP SPE — Chloramfenikol.

MATERIAL I METODY

Odczynniki. Standard chloramfenikolu firmy Sigma-Aldrich (<99%). Stan-
dard wewnetrzny chloramfenikol-d5 (roztwér 100 pg/cm’ w acetonitrylu) firmy
Cambridge Isotope Laboratories (Catalogue No. FSD-117-100, 98%). Kolumienki
SupelMIP SPE — Chloramfenikol 25 mg (Catalogue No.53210-U) firmy Supelco,
acetonitryl LC-MS, acetonitryl, metanol, octan etylu, dichlorometan do analiz firmy
Baker, kwas octowy, amoniak do analiz firmy Merck.

Materiat do badan. Prébki moczu bydta byty doprowadzane do pH =
7,0-7,5 kwasem octowym, wirowane przez 10 min przy szybkosci obrotéw 4500
rpm, a nastepnie filtrowane przez filtr strzykawkowy 0,45 um PVDF. Probki do cza-
su analizy przechowywano w temp. —20°C. Prébki moczu bydta byty dostarczane
w ramach krajowego programu badania pozostatosci.

Przygotowanie probek do analizy Kolumienki kondycjonowano
1 cm® metanolu, a nastgpnie 1 cm’ wody. Na tak przygotowane kolumienki nano-
szono po 1 g moczu. Kolumienki przemywano kolejno 2 x 1 cm® wody, 1 cm® 5%
acetonitrylu w 0,5% kwasie octowym, 2 x lecm® 1% roztworu amoniaku, 1 cm’20%
roztworu acetonitrylu w 1% roztworze amoniaku. Kolumienki suszono przez 10 min
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przy zastosowaniu prézni i nastgpnie przemywano 2 x 1 cm’ 2% roztworem
kwasu octowego w dichlorometanie. Kolumienki suszono przez 2 min i eluowa-
no 2 x 1 ¢m’ metanolem. Prébki odparowywano na bloku grzejnym w temp. 45—
—50°C. Sucha pozostatos¢ rozpuszczano w 250 mm’ fazy ruchomej woda—acetonitryl
(80:20, v/v).

Analiza LC-MS/MS. Do rozdzialu CAP stosowano chromatograf cieczowy
firmy Agilent 1100 wyposazony w pompg binarng oraz analityczng kolumn¢ chro-
matograficzng Luna C18 (2) (150 x 2 mm, wielko$¢ ziarna 3 pm’) (Phenomenex,
Torrance, USA) wraz z prekolumna o tym samym wypetnieniu.

Warunki analizy LC: przeptyw przez kolumne 200 mm’/min., temp. ko-
lumny 40°C, dozowana objeto$é 20 mm’, faza ruchoma A — woda, B — acetonitryl
(80:20; v/v), gradient stezen 0,0-0,1 min 80% A; 0,1-15,0 min. 0,0% A; 15-15,30
min. 80% A; 15,30-25,0 min. 20% A.

Do identyfikacji stosowano spektrometr mas API 3000 (Applied Biosystems, Fo-
ster City, CA, Canada) sprze¢zony z chromatografem cieczowym oraz zawor odcina-
jacy (Valco instrument Co. Inc., Huston, TX, USA). Jonizacj¢ przeprowadzano me-
toda rozpylania cieczy zawierajacej badang substancje w polu elektrycznym (ang.
electrospray ionisation — ESI).

Warunki analizy ESI-MS-MS: polaryzacja ujemna, gaz kolizyjny azot,
temp. kapilary 400°C, napigcie kapilary elektrospreju (ESI) 3500 V, tryb pracy
MRM i czas przemiatania 150 ms. Identyfikacje i oznaczanie ilosciowe CAP pro-
wadzono w systemie monitorowania wybranych reakcji tworzenia jonéw metasta-
bilnych MRM. Monitorowano przejscia MRM dla CAP (m/z) 321—152 (18 eV),
3215257 (14 eV) i CAP-d5 (IS) (m/z) 326—157 (23 eV).

W nawiasie podano wartosci energii kolizyjnej. W celu uzyskania wykresu kali-
bracyjnego mierzono odpowiedzi spektrometru mas na rézne ilosci CAP m/z 321—
152 wzgledem odpowiedzi na statg ilos¢ IS CAP-d5 m/z 326—157. Stosunek tych
dwdch odpowiedzi wykresla krzywa wzorcowa wzgledem ilosci CAP. Sporzadzono
krzywa wzorcowa w oparciu o probki wzbogacone w zakresie 0,0-1,2 ng/kg. Za-
warto$¢ CAP w prébcee obliczono z krzywej wzorcowe;.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wystepowanie efektow matrycowych wystepujacych przy oznaczani CAP w mo-
czu bydta sprawdzano metod¢ dodatku wzorca. Polega on na poréwnaniu catko-
witego pradu jonowego (TIC) dla wszystkich przejs¢ MRM przy zastosowaniu do
oczyszczania probek MIP otrzymany matrycy moczu po dodaniu wzorca (mocz +
CAP) wzgledem wzorca (CAP). Nie stwierdzono, obnizenia lub podwyzszenia syg-
natu analitu moczu + CAP wzglgdem wzorca CAP. W procesie walidacji sprawdzono
czy wybrana metoda oznaczania pozostatosci CAP w moczu spetnia kryteria zawar-
te w decyzji Komisji nr 2002/657/WE (8) stawiane metodom potwierdzajacym przy
zastosowaniu uktadu LC-MS/MS niskiej rozdzielczosci. Wedtug ww. decyzji meto-
dy potwierdzajace stosowne do oznaczen pozostatosci (grupa A) z zastosowaniem
uktadu LC-MS/MS niskiej rozdzielczosci musza spetniaé nastgpujace kryteria:

— posiada¢ minimum 4 punkt identyfikacyjne;
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stosunek sygnatu do szumu dla kazdego jonu diagnostycznego powinien wynosic

>3:1;

natezenia jonow diagnostycznych musza by¢é w granicach tolerancji zawartej

w tab. 4 ww. decyzji (8).

Stwierdzono, ze metoda posiada cztery punkty identyfikacyjne. Jonom macierzy-

stym oznaczanych analitow przypisywany jest 1 punkt za§ jonom potomnym pierw-
szej generacji 1,5 punktu. W przypadku CAP mamy jon macierzysty o m/z 321
i dwa jony potomne pierwszej generacji o m/z 152 1 257 co daje w sumie 4 punkty.
Stosunek sygnatu do szumu sprawdzano przez poréwnanie sygnatéw otrzymanych
z probek wzmocnionych na poziomie 0,1 pg/kg i matryc. Stosunek ten dla kazdego
jonu diagnostycznego byl mniejszy niz 3:1. Obliczone $rednie wzgledne nat¢zenie
jonow diagnostycznych m/z 321—257 do 321—152 miescito si¢ w granicach tole-
rancji i byto 78 £ 20%. Obliczone wartosci CCa i CCp sa nizsze od MRPL, ktéra
wynosi dla moczu zwierzat 0,3 pg/kg. Naryc. 1 przedstawiono MRM chromatograf
matrycy i1 probki moczu bydta wzmocnionej CAP na poziomie 0,3 pg/kg.
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Ryc. 1. Chromatogram MRM z ekstraktu moczu bydta — matryca (a) i probka wzmocniona na poziomie
0,3 ng/kg CAP.

Fig. 1. MRM chromatograms of bovine urine extract matrix (a), and spiked sample at 0,3 pg/kg CAP (b).
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Opracowana metoda zostata zwalidowana zgodnie z zaleceniami zawartymi
w decyzji Komisji nr 2002/657/WE (8). Wyznaczono dla kazdej matrycy naste-
pujace parametry statystyczne metody: specyficznos¢, liniowosé, powtarzalnosci,
poprawnos¢ (odzysk), doktadnosé (btad wzgledny), odtwarzalnosci wewnatrzla-
boratoryjna oraz limit decyzyjny wartosci granicznej (CCa) i zdolnosci wykrycia
(CCP).

Specyficzno$¢ metody zbadano za pomoca probek slepych odczynnikowych
(odczynniki stosowane w procesie analitycznym), matryc oraz matryc wzboga-
conych pochodzacych od moczu bydta. Stwierdzono, ze opracowana metoda jest
specyficzna dla oznaczanych zwiazkow. Okreslono liniowo$¢ krzywej wzorcowe;j
wykorzystujac przejscia dla poszczegdlnych jondw o m/z CAP oraz standardu we-
wnetrznego CAP-d5. Wspoétezynnik korelacji krzywych wzorcowych wykonanych
na probkach wzmocnionych w zakresie 0,1-1,2 pg/kg wynosit > 0,995. Wedlug
decyzji Komisji nr 2002/657/WE powtarzalnos$¢, poprawnos¢ oraz odtwarzalnos¢
wewnatrzlaboratoryjna zostata obliczona na podstawie prébek wzbogaconych na
poziomie 1,0 1,5 i 2-krotnosci dopuszczalnego MRPL co odpowiada 0,3; 0,45, 0,60
ng/kg. Powtarzalnosé, poprawnos¢ oraz doktadnosé zostaty obliczone na podstawie
analizy prébek wykonach na tym samym przyrzadzie pomiarowym i przez tego sa-
mego operatora. Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna zostala wykonana w trzech
roznych dniach na tym samym przyrzadzie pomiarowy przez réznych operatoréw.
CCa i CCp obliczono na podstawie krzywych kalibracji wyznaczonych na postawie
probek wzmocnionych zgodnie z PN-ISO 11843-2 (9). Obliczone wspdtczynniki
zmienno$ci powtarzalnosci (CV,%) byty nizsze od 11%. Wspotczynniki zmiennosci
odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej (CVy%) byty ponizej 12%. Zgodnie z de-
cyzja nr 2002/657/WE dopuszczalna wartos¢ wspotezynnik CVy nie moze by¢ obli-
czona z réwnania Horwitza. Wzmocnienie probek ponizej poziomu 100 pg/kg daje
wysokie wartosci CVy, ktore s niemozliwe do zaakceptowania. Dlatego tez warto$¢
CVy musi by¢ najnizsza, jaka mozna uzyska¢ w badaniach wewnatrzlaboratoryj-
nych. Sredni odzysk przy wzmocnieniu w moczu w zakresie 0,3—0,6 ng/kg wynosit
86-93%. Obliczone wartosci CCa i CCp byly nizsze od MRPL, ktére wynosi dla
moczu 0,3 ng/kg. W tab. I przedstawiono uzyskane parametry statystyczne metody
oznaczania CAP w moczu bydta.

Tabela |. Statystyczna charakterystyka metody oznaczania CAP w moczu bydta
Table I. Statistical characteristics of the method for determination of chloramphenicol in bovine urine

Poziom wzmocnienia (ug/kg) 0,30 0,45 0,60 alf::pig;:ji
Wartos¢ srednia (ug/kg) 0,287 0,428 0,571

CV, (%) 8,9 10,1 10,7 35
Sredni btad wzgledny (RF%) -4,3 -4,9 -4,8 -20+10
Sredni odzysku (%) 87 93 86 50+120
CVi (%) 9,4 10,5 11,8

CCa limit decyzyjny (ug/kg) 0,07

CCp zdolnosci wykrycia (ug/kg) 0,09
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Przedstawiona metoda oznaczania jakosciowego i ilosciowego CAP w moczu byd-
ta przy zastosowaniu do oczyszczania kolumienek SupeIMIP SPE — Chloramfenikol
oraz techniki LC-ESI-MS/MS spelnia wymagania decyzji Komisji nr 2002/657/WE
1 2003/181 WE. Opracowana procedura jest stosowana w badaniach kontrolnych
pozostatosci CAP w moczu bydta.

L. Rodziewicz

DETERMINATION OF CHLORAMPHENICOL RESIDUES IN BOVINE URINE BY LC-MS/MS
USING MOLECULAR IMPRINTED POLYMERS

Summary

A method of detection and quantitative determination of chloramphenicol (CAP) in bovine urine has
been reported. Sample was cleaned by molecularly imprinted polymers (MIP). The MIP was used as a so-
lid-phase extraction medium for extraction of CAP from bovine urine. The determination was performed
by LC-ESI-MS/MS. The LC unit was equipped with a Luna C18 Phenomenex column. The mass spec-
trometer was operated in multiple reaction monitoring mode (MRM) with negative electrospray interface
(ESI). Three transitions were monitored: m/z 321—152, 321—-257, 326—157(1S) and for quantification,
the transition m/z 321—152 was chosen. The method was validated according to the criteria of Commis-
sion Decision No 2002/657/EC for the analysis of veterinary drug residues. The validation included the
determination of specificity, linearity, repeatability, trueness, within-laboratory reproducibility, decision
limit (CCa) and detection capacity (CCpB). The samples were spiked at CAP levels 0.30, 0.45 and 0.60
ng/kg, with CAP-dS as the internal standard. The calculated repeatability variation coefficients (CV, %)
were lower than 11 %, and the accuracy ranged from —4.9 to —4.3. The within-laboratory repeatability
variation coefficients (CVy %) were below 12%. The decision limit (CCa) and detection capacity (CCp),
0.07 pg/kg and 0.09 pg/kg, respectively were better than the minimum required performance limit set by
the EU at 0.3 pg/kg. Recoveries ranged from 86% to 93%.
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