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Absztrakt

Diplomamunka kutatasom a hazityOk (Gallus gallus domesticus) izom, vese, zsir €s m4j
szovetéibdl az amoxicillin, enrofloxacin és ciprofloxacin vegyiiletek LC-MS/MS miiszerrel
torténd meghatarozasdhoz sziikséges modszer fejlesztésére, illetve validalasara iranyult.
Kutatasunk soran kiskereskedelmi forgalombol, vagohidrol, illetve egyéb Uton beszerzett
hazityk szoveteket mesterséges elszennyezését kovetden hajtottunk végre néhany
probakisérletet, modszerfejlesztés céljabol. Amikor a moddszeriinkhdz a mintaeldkészités
megfelelonek bizonyult, a méréseink eredményeinek kiszamitasa, valamint kiértékelése
kovetkezett, majd a kapott eredményeinket elbiraltuk, a validalasi paraméterekre vonatkozo
megfeleld tartomanyok szerint. A vizsgalt paraméterek koziil a linearitas, valamint a mérési
napon beliili és mérési napok kozotti precizitas és pontossag paraméterei minden esetben
megfeleldnek bizonyultak, amit a mdodszerfejlesztésiinket kovetden el is vartunk. A stabilitds a
matrixban tanulmanyozasa azt az eredményt hozta, hogy nem célravezetd a mérés elétt tobb
oran at szobahdmérsékleten hagyni a mérésre varé mintat, valamint a mar egyszer kiolvasztott
mintat sem szabad visszahelyezni a fagyasztéba, hanem annak mérését el kell végezni.
Robusztussag tekintetében pedig az aramlasi sebesség €s az ultrahangos razatis valtozaséara
nem volt megallapithato. Osszességében elmondhato, hogy egy megfeleld érzékenységii és
koltséghatékony modszert sikeriilt fejleszteniink, aminek alkalmazasaval kiilonb6z6

szovetekben, egymastol kiilonbozd vegyiiletek mérhetéek, megfeleld hatékonysaggal.

Abstract

My thesis research was intended to develop and validate a method necessary for determining
the compounds of amoxicillin, enrofloxacin and ciprofloxacin by LC-MS/MS from the muscle,
kidney, fat and liver tissues of domestic chickens (Gallus gallus domesticus). During the
research, after the artificial contamination of chicken tissues obtained from retail sale,
slaughterhouses or by other means, some trial experiments were conducted with the aim of
method development. When the sample preparation was found to be appropriate for our method,
the results of our measurements were calculated and appraised. Then the obtained results were
assessed in accordance with the appropriate ranges for the validation parameters. From among
the parameters examined, linearity as well as within-run and between-run precision and
accuracy were proved to be adequate in all cases, which we expected after our method

development. The investigation of stability in the matrix led to the conclusions that it is not



suitable to leave stay samples to be measured at room temperature for several hours before
measuring, and samples must not be put back into the freezer once unfrozen, but they shall be
measured as soon as possible. Regarding to robustness, the method can be considered robust
for the change of flow rate and ultrasonic shaking; however, the same can not be ascertained
by changing the concentrations of the eluent additive. Overall, a method with appropriate
sensitivity and cost-effectiveness could be developed, which can be used to measure different
compounds in different tissues with appropriate efficiency.
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1. Bevezetés

A vildg népessége folyamatosan ndvekszik és ezzel egylitt folyamatosan névekedni kell az
allattenyésztésnek is, hogy 1épést tudjon tartani a novekvo €lelmiszerigényekkel. A baromfihts
fogyasztds minden orszagban ¢és régioban emelkedik. Termelése napjainkra a vildg
hastermelésének a harmadat teszi ki. [1] Az eldrejelzések szerint pedig az elkdvetkezendd
évtizedben ez a mennyiség a hustermelésnek a felét is elérheti, amely koriilbeliil 154 millio
tonna. A fogyasztokat az alacsony ara, a termék konzisztencidja, illetve a magas fehérje és
alacsony zsirtartalma egyarant a baromfihtis vasarlasara buzditja.[2]

Olyan hatalmas igény van a gyorsan nagy tomegtre fejlédo hazi tytk alloméanyra, hogy ezeket
a szinteket sajnos egy bizonyos mérték felett lehetetlen mar csak a technologia fejlodésével
kielégiteni. Az allattartd telepeken jellemzd a zsufoltsag, hogy el tudjak érni a tdliik elvart
darabszamot. A zsufoltsag pedig igen kedvezo allapota a kérokozok terjedésének. Ezért sajnos
jelentés mértékben hasznalnak a gazdasagok antibiotikum tartalmu készitményeket, hogy a
tolikk elvart magas termelést teljesiteni tudjak. Ezzel azonban az a probléma, hogy ezek a
gyogyszerek megoszlanak az allatok kiilonboz6 szoveteiben €s ha az utolsé kezeléstdl szamitva
nem varnak eleget a levagés pillanatdig akkor bizony ezek a maradékanyagok elérhetik a
fogyasztot. Ennek pedig igen komoly negativ hatdsa lehet az emberi egészségre, a kornyezetre
¢s az antibiotikum rezisztenciara. Egy becslés szerint az antibiotikum tilhasznalatbol eredd
antibiotikum rezisztencia akar évente 10 milli¢ dldozatot is kdvetelhet vildgszerte, az évszazad
kozepén. [3]

Ezt elkeriilendden a szermaradvanyok ellendrzése egy 11j iranyzatot vett az ¢lelmiszerbiztonsag
szemsz0Ogebdl, illetve kiemelkedd fejlodésnek indult. Sziikség van egy olyan modszerre, ami
minél gyorsabban és minél precizebben mutatja ki az allatgydgyaszati szermaradékokat.
Napjainkban erre a célra az LC-MS/MS mddszert talaljak a legjobbnak, mivel igen sokféle
anyag kimutatasara alkalmas. Illetve rendkiviil érzékeny mddszer, a megengedett koncentraciok

alatti szintek is biztonsdgosan mérhetdek a miiszerrel.

Szakdolgozatom célja a hazityuk (Gallus gallus domesticus; 1. dbra) izom, vese, zsir és m4j
szovetéibol az amoxicillin, enrofloxacin és ciprofloxacin vegyiiletek LC-MS/MS mtiszerrel
torténd meghatarozasahoz mérési modszer kidolgozasa és validalasa. A kutatdsom alapjat egy
mar létez6 mddszer képezte, ami tobb, mint szdz allatgydgyaszati antibiotikum sz{ird (screen)
vizsgalatara alakitottak ki allati szovetekbdl, tojasbol, tejbdl, illetve mézbol. Mindenféleképpen
muszdj volt ugyanakkor mddositani eljarast, hiszen a mi vizsgalati célunk mas volt, mint az

eredeti modszeré (reziduum vizsgalat vs. szlirdvizsgalat), és a matrixaink is kiilonboztek:
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tobbféle allati szovet egyszerre torténd vizsgalata volt a célunk, mas allati eredetli terméket
viszont nem vizsgaltunk. Raadasul a szlirdvizsgalatok altalanos megkozelitése — MRL érték
folotti antibiotikum-maradvany kimutathato-e? — a mi esetliinkben nem volt kdvethetd, hiszen
nekiink meg kellett keresniink az elérhetd legalacsonyabb kimutatédsi hatarokat. Mindezek miatt
a modszer adaptalasat egy komolyabb mértékii modszerfejlesztés és —modositas elozte meg, és

a modositott mddszer kertilt validalasra.

1. abra - Hazityuk him és néstény egyede [4]

Mint ahogy mér kordbban emlitettem, az LC-MS/MS miiszerrel torténd mérés egy nagyon
fontos eleme az élelmiszerlancbiztonsagnak, ugyanis ezzel a modszerrel hatdroztak mar meg
szamos élelmezésegészségiigyi varakozasi id6t (EEVI), illetve nagyon pontosan lehet vele
maradékanyagszintek alatti koncentraciokat is mérni. A kutatasom mar egy meglévd modszer
adaptalasaval és atdolgozasaval indult, azonban a sikerhez sziikség volt 1ényegi moddositasokra
is. A csirkehtisra hatalmas az igény Magyarorszagon és az egész vildgon is. A Kdzponti
Statisztikai Hivatal szerint 2022-ben a baromfi vagoallat termelés 856 106 darab allatot
jelentett, az egy fore jutd baromfihus fogyasztas pedig 25,2 kg volt hazdnkban 2020-ban. Az

¢lelmiszerlancban kimagaslo szerepe miatt esett a valasztas erre az éallatfajra. [5] [6]



2. Irodalmi attekintés

2.1 Az antibiotikumok torténete az allatgyogyaszatban

Az antibiotikum hasznalat allattenyésztésben vald elterjedésének elsészamu oka az 50-es
¢vekben az volt, hogy ki tudja a gazdasag szolgalni a rohamosan novekvo sziikségletet a hisaru
irant. A hasznalatuk céljai, a terapias jellegli betegségek kezelése, metafilaktikus kezelés, illetve
profilaktikus kezelés mely a betegségek megeldzésére iranyul. Nem gyogyaszati céllal pedig
alkalmaztak hozamfokozas céljabol. [7] Utobbi célra valo hasznélata azonban 2006 januar 1-je
Ota tilos az Eurdpai Unioban. Betiltasanak elsddleges oka az volt, hogy megjelent az
antibiotikum rezisztencia, illetve, hogy fény deriilt arra a tényre is, hogy a rezisztenciat okozo
géneket a mikrobak 4t tudjak adni egymasnak és igy olyan patogének is rezisztensé¢ valhatnak,
amelyek nem taldlkoztak az antibiotikummal. [8] Az antibiotikumok mar nem hasznélhat6ak
profilaxis, illetve metafilaxis céljabdl rutinszerien az Eurdpai Unidban. Ezen célokra, csak
kivételesesetekben, egyedi allatokra vagy korlatozott szamu allatra a fertdzés
kovetkezményeinek enyhitése céljabol. Olyan esetekben amikor sulyos kovetkezményekkel

lehet szamolni. [9]

Az antimikrobidlis szerek, biologiai tulajdonsdgaikkal megolik, illetve gatoljak a
mikroorganizmusok szaporodasat, mint példaul a baktériumokat, gombakat, protozoonokat és
a parazitdkat. Tulzott, helytelen alkalmazisuk vezet a rezisztencia megjelenéséhez. Az
allatgydgyaszati készitmények maradvanyai jelen lehetnek az allati eredetli élelmiszerekben
még akkor is, ha azok hasznalata teljes mértékben szabalyozott. Vilagszerte tisztdban vannak
azzal a ténnyel, hogy az éallattartok és a tenyésztok nem szentelnek kell6 figyelmet az
¢lelmezésegészségligyi varakozasi idokre. Ezt a kifejezést, annak az id6tartamnak a leirasara
hasznaljak, amelynek kotelezden el kell telni, az utols6 gyogyszerbeadast kdvetden, az allat
levagasanak idOpontjaig, hogy az élelmiszer ne tartalmazzon olyan mennyiséget az adott

gyogyszerbdl, amely tullépi a maximalis maradékanyag-hatarértéket (MRL). [10]

A farmakokinetika és farmakodindmia segitségével, meglehetdsen egyszerli megjosolni a kezelt
allatok ehetd termékeiben az antimikrobialis szermaradvanyok kiiiriilésének sebességét. Az
allatkisérletekbdl szarmazo6 toxikoldgiai dozis-valasz adatokkal egyiitt, meghatarozhatd az
veszélynek kitett emberek szamara elfogadhat6 szintekkel. Az adatokbol meghatarozhaté az
¢lelmezésegészségiigyi varakozasi id6. Az antimikrobidlis szermaradvanyok MRL feletti (azaz

nem biztonsagos) és potencialisan toxikus koncentracidinak elkeriilését el6irod szabalyozast sok
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évvel ezelott széles korben elfogadtak, melyet vizsgalati programokkal és szankciokkal

hajtanak végre. [11]

Egyre nagyobb a tudatossag a husszennyez0 anyagok potencialis kockazataval kapcsolatban,
amelyek megbetegedéseket okozhatnak. Ilyen megbetegedés lehet példaul daganatos
megbetegedés, illetve a szervezet funkciondlis zavara. Funkciondlis zavarok lehetnek
idegrendszer, immunrendszer, a szaporitdé rendszer, valamint az endokrin rendszer
érintettségével. Tovabbi veszélyt jelenthet a kozvetlen toxicitasként megjelend
gyogyszerallergia, talérzékenységi reakciok ¢€s az antibiotikum-rezisztens baktériumok

megjelenése, melyek globalis egészségiigyi kihivast jelentenek. [10]
2.2 Avrezisztencia helyzet

Az antibiotikum rezisztencia ténye és veszélye egyre inkabb eléri a fogyasztot is ami miatt
elkezdtek érdeklédést mutatni az antibiotikum mentes termelés felé. Mely szdmos ebbdl eredd
problémat felvetett. Ezen kihivasok féleg termelési, menedzsment, egészségiigyi, illetve
allatjoléti eredetlick. Az egészségiigyi problémak leginkabb bélrendszeri, illetve szisztémas
betegségekben mutatkozik meg. A bél eredetli megbetegedések hatterében foleg a kokcididzis,
illetve a nekrotikus enteritisz all. A kokcidiozis altal eldidézett bélhamsériilések, kaput nyitnak
a nekrtoikus enteritisz korokozoja szamara. A szisztémas megbetegedések zomét E. coli altal
eldidézett szeptikémia okozza. A legtobb esetben, az E. coli fertézés nem az elsddleges
korokoz6. Ha madarak stressznek vannak kitéve, vagy valamilyen egyéb okbol meggyengiilt
az immunrendszeriik, akkor az E. coli baktériumok elszaporodhatnak és szisztémas fertdzést

vagy akar halalt is okozhat. [12]

Baromfiban a colibacillosis kezelésében az enrofloxacinra 84%-ban, mig amoxicillinre csak
50%-ban érzékeny a korokozo. [13] A nekrotikus enteritisz kezelésében pedig az enrofloxacin

98%-ban bizonyult hatékonynak €s amoxicillinnel is kezelhetd még a megbetegedés.[14]

Az antibiotikumok elsddleges alkalmazasi modja baromfiban az ivovizhez keverés annak
egyszertisége miatt, valamint azért, mert egyszerre nagy szamu allat kezelheté mar a betegség
kezdetén. [15] Ebben az esetben azonban fontos tisztdban lenni azzal a ténnyel, hogy ilyen
kezelési mod mellett nem csak a valoban beteg allatokat fogja elérni a gyogyszeres kezelés. S6t
valdjaban éppen a beteg egyedeket éri igy el kevésbé a kezelés, ugyanis a beteg allatok altalaban

éppen kevesebb vizet fogyasztanak. Lényegében az antimikrobidlis gyogyszerhasznalat a



baromfidgazatban nem feltétleniil kezelés, hanem megel6z¢és, a még egészséges, tiineteket nem

mutato egyedek szdmara.[16]

A felel6tlen antibiotikum hasznalat altal okozott szelektiv nyomas, Osszefliggésbe hozhato a
rezisztencia kialakuldsaval. Az elmult években az Uj antibiotikumok fejlesztésére iranyulod
kisérletek pedig kudarcba fulladtak. A rezisztencia terjedhet vertikalis ¢és horizontalis
géntranszfereken, és mutacion keresztiil.[17] A horizontalis géntranszfer, idegen, antibiotikum
rezisztens gének cseréje, mikroorganizmusok kozott, melyek fOleg intrinsic rezisztens
baktériumoktol szarmaznak. [18] A mezdgazdasagban kialakitott rezisztencia gének a normal
korforgés alapjan, az emberhez is eljuthat, ami komoly kozegészségiigyi problémat jelent.
Ugyanis igen széles korben alkalmazzak orvosi, allategészségiigyi és mezOogazdasagi agazatban
is gyogyitasra, profilaktikus és metafilaktikus kezelésekre a béta-laktdm antibiotikumokat, mint
a penicillineket, cefalosporinokat, és a karbapenemeket. Ezen csoport teszi ki az antibiotikum
felhasznalas 50-70%-at. A tilhasznalat miatt sajnos egyértelmii hatdskét jelenik meg a
rezisztencia romlasa, mivel az adott antibiotikum csoportra kevésbé érzékeny baktériumok, igy
elszaporodnak, illetve folyamatosan szelektalodnak az egyre ellenallobb tulajdonsagok felé.
Valamint tovabbi negativ hatasként emlithetd a nem megfeleld gyogyszer, illetve iddtartam
valasztas. Lényegében ez a szelekcios folyamat jatszodik le az emberi szervezteben is. Az
allatok szoveteiben, ugyanis fennmaradnak bizonyos mennyiségii antibiotikum maradvanyok
melyet mi felvesziink és rezisztens baktériumok alakulnak ki a szervezetiinkben. Habar azt is
kimutattdk, hogy a rezisztencia kialakulhat az antibiotikummal val6 érintkezés hidnyéaban is.

[17]

A rezisztencia kialakuldsdnak mechanizmusa lényegében végbe mehet genetikai vagy
mechanikai Uton. Azok a baktériumok, melyek bizonyos antibakteridlis szereket termeld
organizmusokkal azonos kornyezetben élnek, 0si mechanizmusokat fejlesztettek ki, hogy
ellenalljanak ezeknek a hatdsoknak. Vagyis az igynevezett intrinsic azaz belsé rezisztencia teszi
lehetdveé szamukra a talélést. [18] Ennél a rezisztenciatipusnal a f6 ok, a baktérium szerkezeti
tulajdonsagaibdl adddik. Olyan organizmus esetében, mely nem kompatibilis az antibiotikum
szerkezetével, vagy olyan antibiotikumbol ered a rezisztencia, mely tulajdonsagai miatt nem

talalkozik a célpontjaval.

Szerzett rezisztencia, olyan baktérium populacioban alakulhat ki, mely eredetileg érzékeny volt
az antibiotikummal szemben. Ez a rezisztencia forma, a {6 kromoszomakbol vagy az
extrakromoszomakbol szarmazhat. A kromoszoma rezisztencia olyan mutaciokbol eredhet,
melyek véletlen kovetkeznek be, valamilyen fizikai vagy kémiai tényezé kovetkeztében. Az
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extrakromoszomalis rezisztencia plazmidokon, transzpozonokon és integronokon keresztiil

tovabbithatok. [19]

A keresztrezisztencia azt jelenti, hogy bizonyos mikroorganizmusok melyek rezisztensek egy
adott antibiotikummal szemben azok rezisztensek az azonos vagy rokon mechanizmussal
miikodé mas antibiotikumokra is. Ezek lehetnek kromoszémalis eredetiiek vagy eredhet az

antibiotikumok azonos szerkezetébdl is. [19]

Mechanikus antibiotikum rezisztencia esetében a baktériumok védekezd mechanizmusokat
hoztak Ilétre, annak érdekében, hogy ellen tudjanak allni az antibiotikumoknak. Ezen
mechanizmusok biokémiai alapon jonnek Iétre. Egy, vagy akar tobb modszert is képesek
egyszerre alkalmazni a baktériumok. Az elsd ilyen mechanizmus példaul az antibiotikum
moédositdsa mely enzim termeléssel jar, ami gatat szab, az antibiotikum hatdsanak. Az
antibiotikum kémiai valtoztatasa soran, az enzimek kémiai valtoztatasokat hoznak létre, melyek
kémiai reakciokat katalizalnak, mint példaul az acetilezés, foszforilacié és adenilezés ezzel
csOkkentve a gydgyszer affinitdsat. Az antibiotikum elbontasara példa a B-laktamaz enzim,
mely megszakitja a béta laktdm gylirti amidkotését, igy ezen keresztiil vezet rezisztencidhoz.
Csokkent permedabilitas alakulhat ki annak érdekében, hogy az antibiotikum ne legyen képes

bejutni a sejtbe a kdtdhelyére. Ez a mechanizmus létre johet, a porin csatornak kifejezddésének

crer

A multi-drog rezisztens baktériumok tobb gént szereznek be egyszerre, melyek mindegyike
specifikus gyogyszer rezisztenciat kodol. Ez a forma altalaban az R-plazmidon kodolt. Valamint
kialakulhat az efflux pumpékat kodolo, fokozott génexpresszidval, az antibiotikum enzimatikus
inaktivalasaval, a szerkezetben és a célpontban bekdvetkezo valtozasokkal, stb. [19] A kotShely
védelme megfigyelhetd példaul a tetraciklinek esetében, mely soran a rezisztenciat okozo
elemek kolcsonhatasba Iépnek a baktérium riboszomadjaval, és egy GTP-fliggd folyamaton
keresztiil eltavolitja a tetraciklint, a kotShelyrdl. Ez a folyamat valtozasokat idézhet elé a
riboszéma szerkezetében, mely megakadalyozza a késdbbi receptorhoz kotddést is. Tovabbi
gyogyszer kotOhely mdodositdo mechanizmus a mutacid, enzimes modositas, valamint a kotohely

megkeriilése vagy cseréje. [18]

Egy elrettentd példaként az amoxicillinnel szembeni E. coli rezisztencidja kimagaslo. A
vizsgélatok szerint az emberi mintdk esetében, mely a 70,5-95%-ban mutatott rezisztenciat,
allatban 95-96%-ban, mig az élelmiszerekben €s a kdrnyezetben is 58,4-95%-0s rezisztenciat

allapitottak meg.[20]
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2.3 Avizsgalt antibiotikumok

2.3.1. Amoxicillin

Torténete:

Az els6 antibiotikum, amely 1946 6ta az orvosok rendelkezésére allt, a penicillin volt, mely a
Penicilium gomba terméke. Sir Alexander Fleming mar 1928-ban egy véletlennek
koszonhetden felfedezte. Azonban ezt szdmos kutatds és megfigyelés kovette a masodik
vilaghabora soran. A felfedezését modern csodanak tartottdk ugyanis minden tipusu
Streptococcus spp. illetve Staphylococcus spp. altal okozott fertdzést lehetett vele kezelni. [21]
Napjainkig mar tobb mint 40 antibiotikumot azonositottak a penicillin csoporton beliil. Vannak
kozottlik természetesen el6forduldk és bioszintetikusak is.[22]

Szerkezete:

Az amoxicillin (lasd 2. 4bra) az amino-penicillinek csoportjaba tartozo, béta-laktam
antibiotikum. Széles spektrumu antibakteridlis hatdsa miatt, gyakran hasznalt gyogyszer az

allatgyogyaszatban. [23]

2. abra. Az amoxicillin szerkezete [24]

Hatasmechanizmusa és hatasmodja:

A béta-laktam antibiotikumok a penicillin-kotd fehérjékhez kotddve hatnak, ezaltal gatoljak a
sejtfal szintézise soran a keresztkotési folyamatot, vagyis a transzpeptidaciot. Ez a folyamat
autolitikus enzimek aktivitdsahoz vezet a bakterialis sejtfalban, mely annak lizise révén végiil
elpusztitja a baktérium sejtet.

Az amoxicillin 1d6fiiggd, baktericid antibiotikum. Az ,,id6fliggd” iddintervallum azt az 1d6t

jelenti amig a szérumkoncentraci®6 meghaladja a mikroorganizmus minimalis
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minél tovabb fenntartsuk, vagyis naponta tobbszor kell dket adagolni. [25]

Antibakterialis spektruma és felhasznalasa:

Széles spektrumaba beletartoznak a gram-negativ (mint a Bordetella Bronchiseptica,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pasteurella spp. Salmonella spp., és Haemophilus spp.)
illetve a gram-pozitiv baktériumok (mint Clostridium spp., Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. és a Corynebacterium spp.) is. A baromfi esetében az amoxicillint az emésztdrendszeri,
urogenitalis €és 1éguti fertdzések kezelésére hasznaljak. [26]

Rezisztencia:

A Gram-pozitiv baktériumok rezisztencia-mechanizmusa két f6 stratégian keresztiil valdsulhat
meg. Az antibiotikumok enzimatikus lebontdsa P-laktamazok termelése révén, vagy a
célhelytik, a penicillin-kotd fehérje (PBP) affinitdsdnak és érzékenységének csokkentésével.
[27] Illetve lehet még csokkentett penetracido a célhelyre mely a Pseudomonas aeruginosa
rezisztenciajara jellemzd, valamit egy specifikus efflux pumpa mechanizmus révén torténd
kidramlés a periplazmatikus térbol. [28]

Szamos olyan béta-laktamaz enzim létezik, mely képes hidrolizalni a béta-laktam szerkezetet
és inaktivalni a gyogyszert. A Gram-negativ baktériumok olyan modositott kiilsé membrannal
rendelkez0 sejtfalat hozhatnak 1étre, amely nem permeabilis a béta-laktam antibiotikumokkal
szemben, igy jobban ki is vannak téve a béta-laktamaz enzimeknek. [22]

Az amoxicillint gyakran alkalmazzak klavulansavval kombinacioban, mely 0Ongyilkos
szubsztrat hatasat ugy éri el, hogy kovalensen kotddik a P-laktaméz aktiv helyén talalhato
szerin-maradékhoz, ami sajat szerkezetatalakitast eredményez. [29]

Farmakokinetika:

Adhato intramusculdrisan (IM) vagy intravéndsan (IV) natriumséoként. Vizes oldatban trihidrat
formaban adhat6 subcutan (SC) vagy IM is igy elnyujtottabb hatést lehet vele elérni. Oralis
felhasznalas esetében pedig az keriilt megallapitasra, hogy ha iires gyomorra adjuk, akkor
jobban felszivodik, de atlagosan 60-68%-0s még igy is a felszivodasa. Az eliminacids felezési
ideje elég rovid, igy gyakran alkalmaznak lassu felszivodast készitményeket, melyek igy
nyUjtjak a felezési id6t. Minden penicillin szdrmazék a vesén keresztiil iiriil, és igen nagy
koncentraciot ér el a vizeletben. Keletkezd metabolitjai is aktivak. [22] Kortilbeliil 10-14%-a
metabolizalodik és {iriil ki a majon keresztiil. [30] A megoszlas tekintetében megfeleld
koncentraciot érnek el az érzékeny baktériumokkal szemben a vesében, az iziileti
folyadékokban, majban, a tiiddben, a bérben és a lagyszovetekben. A vér-agy gaton alapvetéen

nem jut at, de azért emelt dozisban alkalmazzédk CNS fertézések kezelésére is. [22]
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Elelmiszerhigiéniai vonatkozasok:

Az amoxicillin kezelési idejét 3-5 nap kozott hataroztak meg, majd ezt az idészakot kovetden
az élelmezésegészségiigyi varakozasi idot pedig 1-3 napban. A készitményt nem lehet
alkalmazni arutojas termeld allomény esetében. [31] [32] Amoxicillinre az MRL értéke 50
ug/kg az ehetd szovetekre. [33]

Egyéb:

Egy német felmérés szerint a broiler csirke dgazat a legnagyobb antibiotikum felhasznal6 dgazat
az allattenyésztésben. A penicillinek pedig az 6sszes antibiotikum eladdsnak a 37%-at teszi ki.
A brojler agazatban a csoportos kezelés terjedt el, és a gyogyszerek nagy része széjon at torténd
alkalmazasban engedélyezett. fgy a valoban beteg és nem beteg allatok is részesiilnek a
kezelésben, mivel az ivovizbe keverten adjak. Broiler csirkéken végzett tanulmany 2020-ban
bebizonyitotta, hogy az amoxicillin kezelés limitalt ideig tobb antibiotikummal szembeni
rezisztencia hatast ndvel. Valamint nem taldltak ennek kivaltasaban eltérést aszerint, hogy

csoportos kezelést alkalmaztak vagy ha megoldottak az egyéni kezelést. [34]
2.3.2. Fluorokinolonok
Torténetiik:

A fluorokinolonok az allatgydgydszatban hasznalt legfontosabb antibakteridlis szerek kozé
tartoznak. Gyakorlatilag minden fajban hasznalatos €s igen széles spektruma altal lefedi, a
legtobb bakterialis eredetli fertdzés kezelését. Az 1980-as évek végén torténd bevezetése oOta,
jelentds mértékben boviilt az alkalmazasa. A fluorokinolonok szintetikus antibakterialis szerek,
melyet eldszor enrofloxacinként vezettek be az allatgyogyaszatba. A ciprofloxacin a
huméngyogyaszatba is engedélyezett szer €s szintén kiemelkedd jelentOséggel bir az

allatgydgyaszatban is. [22]
Szerkezetiik:

A fluorokinolon antibiotikumok a kinolingylirli modositasaval allithat6 el6. Melyben a 4.
szénatom helyén taldlhatd egy keto-csoport, a 3. szénatomon pedig egy karboxil csoport.
Valamint a 6. szénatomhoz fluor atom kapcsolddik, ez kiilonbdzteti meg a kinolonoktdl és
sz¢lesiti mind a gram-negativ és a gram-pozitiv spektumat. Az enrofloxacin €s a ciprofloxcin

(lasd 3. abra) esetében pedig az 1. pozicidban izopropil csoport is talalhato. [22]
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3. dbra. Az enrofloxacin és ciprofloxacin szerkezete [35] [36]

Hatasmechanizmusuk és hatasmoddjuk:

A kinolonok bactericid hatdssal rendelkeznek azaltal, hogy gatoljak a bakteridlis DNS
replikaciojat és transzkripcidjat. A kétszala DNS szorosan felcsavarodik a sejtben, és az
osztodaskor ennek el kell kiiloniilnie egymastol. Ezt a folyamatot a DNS-giraz enzim biztositja,
a szalak elvagasaval és ujboli 6sszekapcsolasaval. Ez az enzim egy topoizomeraz mely A és B
alegységekbdl all. A kinolonok leggyakoribb célpontja a gyrA gén altal kodolt DNS-giraz A
alegysége. Az eml6s sejtek rezisztensek a kinolon hatdséaval szemben, mivel ezen sejtekben a
topoizomeraz 1l nem gatolt addig, amig a mar baktériumokra hat6é koncentraci6 szdzszorosat
nem alkalmazzuk. Egy masik célpont a topoizomerdz IV enzim ParC és ParE alegységei. Ez a

hatas helye a gram-pozitiv baktériumok szempontjabol jelentds.[22]
Spektrumuk és rezisztencia helyzetiik:

A fluorokinolonok jo aktivitdst mutatnak a gram negativ baktériumok ellen foleg az
enterobacteriaceae baktériumaival szemben. Escherichia coli, Salmonella spp., Proteus spp.,
Klebsiella spp. és Enterobacter spp. altaldban érzékeny. A Pseudomonas aeruginosa ellen, ha
érzékenyek is, akkor nagyobb MIC értéket kell alkalmazni, hogy hatékonyak legyenek. A
ciprofloxacint tartjdk a leghatékonyabbnak ellene. A fluorokinolonokra érzékeny egyéb
baktériumok koze tartoznak az intracellularis baktériumok, mint a Rickettsia spp., Chlamydia
spp. Mycobacterium spp. és a Mycoplasma spp. A gram pozitiv baktériumok véltozatos
érzékenységet mutatnak. A Staphylococcus fajok altalaban érzékenyek, de itt is jelentdsen

emelni kell a dozist a hatékonysag reményében. Rezisztencia leggyakrabban gyr A mutacio
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révén alakul ki, ami a DNS girdz A alegységét kddolja. A mutacid a topoizomeraz IV enzim

parC részét kodold génben szintén fontos, féleg a gram pozitiv baktériumok esetében. [22]

Az enrofloxacin rezisztenciaja fakadhat a rezisztencia gének jelenlétébdl a plazmidban, illetve
az efflux pumpdk talzott kifejez6désébdl. Az elébbi megvédi a topoizomerdz enzimet az
antibiotikumtol, melyeket E. coli torzsekbdl mar mutattak ki. Mig a fokozott efflux pumpa
kifejezodése pedig, az antibiotikum intracellularis szintjét csokkenti. Ezen rezisztencia meglétét
igazoltak S. Typhimurium, S. Enteritidis, E. coli, és Enterococcus torzsekben. Az efflux pumpak

fontos szerepet jatszhatnak a P. aeruginosa fluorokinolonok rezisztenciajaban. [37]

A rezisztencia megjelenése kozegészségiigyi jelentdséggel is bir. Ugyanis bebizonyosodott,
hogy az emberre atviheté a rezisztencia Campylobacter jejuni-val illetve Salmonella
typhimurium fajokkal. Az emberek csirkehus altal kaptdk meg a rezisztens Campylobacter
fajokat, aminek megnovekedett incidencidja onnantdl jellemzdé, hogy engedélyezték a

fluorokinolon antibiotikumok ivovizben torténd alkalmazéasat a baromfi fajok szamara.[22]
Human vonatkozas:

A ciprofloxacin kiterjedt hasznalata, baromfiban a legval6sziniibb, hogy kialakit human
rezisztens patogén torzseket. Atlagos élelmezésegészségiigyi varakozasi ideje 12-15 nap
ezeknek a szereknek. Ezt azonban jelentdsen befolyasolhatja, ha az allat komoly vese vagy
majelégtelenségben szenved. Igy a tényleges iiriilés, akar elérheti a 23 napot is. Ami broiler
csirke esetében azt jelentené, hogy 19 napos korban abba kellene hagyni a kezelést, hogy a
vagasi iddre kiiiriiljon a szer. A 1éguti megbetegedések azonban éppen ez utan jelentkeznek, igy
ennek a szernek az alkalmazasat mellézni kellene. Ennek figyelmen kiviil hagyasa okozhatja a
szer bekeriilését az emberek szervezetébe is a taplalkozas soran. Megfigyelték, hogy a
ciprofloxacin gatolja a CYP 450 enzim altali metabolizmust Igy abban az esetben ha ugy keriil
be az emberi szervezetbe, hogy mas olyan gyogyszert is szandékosan szed egy ember amit

szintén ez az enzim metabolizal, akkor igen komoly mellékhatésra is lehet szamitani.[38]
Farmakokinetikajuk:

A fluorokinolonok oralis felszivodasa a legtobb vizsgalt fajban magas, fiiggetleniil attol, hogy
taplalékkal vagy anélkiil alkalmazzdk. Az enrofloxacin szdjon at torténd felszivodasa
megfeleld, és eléri a kivant hatast csirkékben, ha az ivovizbe keverik nekik. Parenteralis

alkalmazasuk pedig gyakorlatilag teljes, a vizsgalt fajokban. [22]
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Az enrofloxacin metabolizmusa sordn képes ciprofloxacinnd alakulni deetilezés révén. A
ciprofloxacin bomlas termékei nem rendelkeznek szamottevo antibakterialis hatassal. Azonban
baromfiban ennek az enrofloxacinbdl ciprofloxacinna térténd metabolizmusbol igen csekély
eredmény mutathato ki. A fluorokinolonok nagy része a vesén keresztiil {iriil a szervezetbol. A
legtobb esetben a kiindulasi gyodgyszer, vagy annak metabolitja visszanyerhetd a vizeletbdl,
vagy minimalis mennyisége a bélsarbol. Szoveti megoszlasara jellemzd, hogy bizonyos
szovetekben, mint példaul a vese €s a majszovetben a plazmakoncentracid tobbszordse is
megjelenhet. Kiillonosen magas koncentraciot képesek elérni a macrophagokban és a neutrophil
granulocitakban. Itt ugyanis a plazmakoncentracid akar 4-10szeresét is elérhetik. Ez a magas
intracellularis koncentracié azért alakulhat ki, mert a fluorokinolonok kelléen lipidoldékony
molekuldk ahhoz, hogy atjussanak a membranon. Ezen antibiotikumok magas koncentraciot
¢rhetnek el a vizeletben is, illetve azon kevés gydgyszerek kozé tartozik, ami képes a prosztata

szoveteibe is behatolni és ott hatékony koncentraciot elérni. [22]
Elelmiszerhigiéniai vonatkozasok:

A szakirodalmi adatok sem teljesen egyértelmiiek e téren, de az 5 napos kezelési id6t kdvetden
az EEVI-re valo javaslat 4-8 nap kozott talalhato az enrofloxacin esetében.[39] Mig a
ciprofloxacinra a ,,Human vonatkozasok” ciml bekezdésemben mar emlitést tettem, az
enrofloxacinra az MRL értékek szovetenként valtoznak gy, mint az izom-, zsirszdvet és bor
esetében 100 pg/kg, veseszovetre 200 pg/kg végiil a majszovetre pedig 300 pg/kg. Az
enrofloxacin nem haszndlhatd olyan allomanyok esetében melyeknek tojasat, human

fogyasztasra szannak. [40]
2.4 Korabbi vizsgalatok a tétmaban

Szdmos kutatds irdnyult mar az élelmezésegészségiigyi varakozasi idok megerdsitésére vagy
megcafolasara. Az amoxicillin maradvanyokat vizsgaltak példaul brojler adllomany egyedek
majaban, veséjében 1épében, zsirjaban, mell és combizomzatdban vékonyréteg kromatografias
teszttel és ezzel az élelmezésegészségiigyi varakozasi idoket is ellendrizték. Melyben 18 db 16
napos random kivalasztott csirkét 3 csoportra osztottak. Az A csoport gydgyszermentes vizet
kapott, a B csoport a terapids gyogyszermennyiséget kapta amoxicillinbdl 7 napig, mig a C
csoport pedig szintén a terapias mennyiséget kapta, viszont 14 napig. Az eredmények pedig azt
mutattak, hogy a kontroll csoport minden tagja, minden szovet tekintetében, negativ lett. A B
csoportban a majszovetek esetében 100 %, veseszdvetek 66,67%, zsir és 1épszovetek esetében

pedig 33,34% lett pozitiv a mintaknak. Ebben a csoportban az izomszdveteket negativak lettek.
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A C csoportban a mgj és veseszdvetek 100%-ban, az izomszovetek 16,67%-ban ¢€s a 1ép és
zsirszovetek pedig 50%-ban lettek pozitivok a vizsgalat sordn. A vizsgalatok alapjan
kimondhatdé, hogy a kezelés utdn kisebb nagyobb koncentracioban jelen lesznek
maradékanyagok az allati szovetekben, azonban az, hogy az izomszovetben jelen lesz-¢ az a

kezelés hosszatol fligg. [26]

Szintén amoxicillin gyogyszer maradvanyok vizsgalatara indult a kovetkezo kisérlet is melyben
Osszesen 10 db broiler csirkét vizsgaltak melyeket 4 csoportba osztottak. Az els6 A csoportban
2 csirke semmilyen kezelésben nem részesiilt. A B csoportban 3 csirkét 48 oras gyogyszeres
kezelés utan vagtak le. A C csoportban 3 csirkét 96 6ras kezelés utan, mig a D csoportban pedig
96 ora kezelést kovetd 96 ora pihentetés utan vagtak le. Vizsgalat soran megallapitottak, hogy
az amoxicillin felszivodadsa gyorsabb a mdijban, mint a vesében. Az MRL szintekkel
Osszehasonlitva az daltaluk mért szintek meghaladjak a megengedett maradékanyag
mennyiséget. Azonban a D csoport esetében LC-MS-sel nem mutattak ki hatéanyag és {6
metabolit maradvanyt. Ebben az esetben az alkalmazott varakozasi iddszak elegenddnek tiint,

a gyogyszer hugyutakon torténd kivalasztasdhoz. [41]

Egy enrofloxacinra irdnyuld tanulményban random valasztottak ki broiler csirkéket egy
baromfi piacrdl és szintén maradékanyag szinteket vizsgéltdk. 75 hts és 75 mdj mintat
készitettek és vizsgaltak meg HPLC/MS-sel. A husmintadk 52%-a volt pozitiv enrofloxacin
szermaradvanyokra és ebbdl 58,3%-a a mintdknak volt az MRL értéke felett. A majmintak
78,7%-a volt pozitiv melynek 71,2%-a az MRL érteke felett volt. A magasabb majbéli
koncentracionak az az oka, hogy az enrofloxacin fOként a méjban metabolizalodik. [42]
Egy masik tanulményban pedig az LC/MS mddszert hasonlitottak 6ssze az ELISA modszerrel.
Melybdl az deriilt ki, hogy az ELISA a mintak 72,2%-4t talalta pozitivnak enrofloxacin
maradvanyra nézve, mig az LC/MS csak 22,2%-ban talélta pozitivnak ugyan azt a mintat. Az
eltérdé eredményeknek tobbek k6zott az is az oka, hogy az ELISA teszt az enrofloxacin mellett

detektalja a metabolitjait mint a ciprofloxacint, illetve egyéb kinolonokat is. [43]
2.5 Analitikai médszerek validalasa

A validalas egy bizonyos rendszer vagy folyamat ellendrzése abbdl a szempontbdl, hogy egy
rogzitett mindségi paraméter-rendszer feltételeinek eleget tesz-e. Valamennyi rendszer, illetve
folyamat esetében, a validdlast egyedileg sziikséges elvégezni. Fontos ellendrizni és
megerdsiteni azt a tényt, hogy a vizsgalati terv szerint egyes paraméterek és tulajdonsagok,

melyek kritikusak a kisérletben, megismételhetéek és valtozatlanok maradjanak. Ezen

18



tulajdonsagok és a hozza tartozd paraméterek kockazatbecslés alapjan keriilnek kivalasztasra,
melyeket szintén rogziteni sziikséges. Az eljaras soran haszndlt miiszereknek kalibralt, a
létesitménynek, illetve a berendezéseknek pedig kvalifikalt statuszban sziikséges lenniiik. A
személyzettel szemben pedig az az elvarés, hogy a megfeleld oktatassal rendelkezd emberek,

akik majd a valos kisérletben részt vesznek, 6k vegyenek részt a validalasi eljarasban is.[44]

A VICH GL 49 dokumentum [45] — ami az altalam alkalmazott validalési eljaras alapjat is
képezi — célja, hogy altalanos leirast adjon azon folyamatrol mely a szovetmintak vizsgalatara
kifejlesztett, analitikai modszerek validalasi eljardsat tartalmazza, amit maradékanyag
kitiriilésére végzett vizsgalatokban lehet alkalmazni. Ennek a vizsgalatnak alapvetden az a célja,
hogy megfeleld adatokat szolgéaltasson a hatésdgok szamara, az élelmezésegészségiigyi

varakozasi id6k meghatarozasara.

Vannak altalanosan elfogadott validalasi paraméterek (1asd 4. abra) amiket minden validalasi
eljarasban elvarnak. Ezek a jellemzOk a linearitds, pontossag, precizitas, kimutatdsi hatar,
mennyiségi hatér, szelektivitas, stabilitds a matrixban, a feldolgozott minta stabilitdsa ¢és a

robusztussag.

Linearitas

+azt mutatja meg hogy, mekkora az a koncentracio tartomany ahol a kapott analitikai jel egyenesen aranyos

s

Pontossag

+az analit valos értéke és az alkalmazott eljaras soran mért eredmény kozelségét fejezi ki.

Precizitas
+kifejezi a kapott mérési eredmények kdzelségét ugyanazon méréssel végzett sorozatok kozott.
Kimutatasi hatar

*a mintaban talalhat6 legkisebb mennyiségii anyag ami mar biztosan kijelenthetd, hogy a mérendd anyag
azonban pontos szamszert értéke még nincsen.

Mennyiségi hatar

+az a legkisebb mennyiségii anyag a mintaban amely megfeleld pontossdggal as precizitassal szamszertien
meghatarozhato.

+az a tulajdonsag, hogy a mérendd anyag detektalhatd legyen az egyéb anyagok kozott.

$zelektivitas

Stabilitas

*a matrixban azt jelenti, hogy a vizsgaland6 anyag mennyi ideig tarolhat6 bizonyos koriilmények kozott
nagyaranyt elbomlas nélkiil a szovetben. Meghatdrozza a maximalis tarolasi idot a vizsgalat el6tt.

A feldolgozott minta stabilitasa

+akkor elfogadhato ha a mérést megismételjiik a feldolgozast kovetden és ugyan azt az eredményt kapom.

Robusztussag

eazt jelenti ha egy paramétert egy picit megvaltoztatok az nem szabad, hogy jelent6sen befolyasolja az
eredményt.

4. abra Validalasi paraméterek [45] alapjan sajat szerkesztés
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2.6 Vizsgalando szovetek kivalasztasa farmakokinetikai vizsgalatokhoz

Az  ¢lelmiszertermeld  allatok  korében a  farmakokinetika  meghataroz6  az
¢lelmezésegészségligyi varakozasi idé meghatarozasa szempontjabol, hogy elkeriiljiik a karos
gyogyszermaradvanyok eldiras feletti jelenlétét az ehetd szovetekben. Alapvetden 4
folyamattal tudjuk ezt a sort jellemezni, hogy mi is torténik a gydgyszerrel a szervezeten beliil.
Ezen folyamatok pedig sorrendben a felszivodas, elolszlas, metabolizacid és a kitiriilés. A
felszivodas a gyogyszernek a beadési helyérdl, a véraramba vezetd utjat jellemzi. Szamos
gyogyszerbeadasi modszer lehet, azonban a harom leggyakoribb az oralis, az intramuszkularis,
illetve az intravénas gyogyszerbeadas. A megoszlas soran szamos szovet 1étezik melyekbe
eljuthatnak a gydgyszerek. Ennek a folyamatnak részeként, ezek a gyogyszerek bizonyos
esetekben tarolodhatnak is, és innen csak lassan keriilnek vissza a szisztémas keringésbe, hogy
véglegesen Kkiliriiljenek a szervezetbdl. Ha az allat élelmiszertermeld faj, az ilyen elnyujtott
eliminacio gyogyszermaradvanyok jelenlétét okozhatjak az ehetd szovetekben. Ezeknek a
megengedett szintjeit jogilag hatdrozzdk meg bizonyos chetd szovetekre vagy fajokra
vonatkozoan. Ha a gyogyszer affinitasa magas a szovetek iranyaba, akkor az alacsonyabban
perfundalt szovetekben is jol megoszlik, mint példaul a zsirszovet. Ezen szoveteknek pedig

mind a gydgyszerrel torténd feltdltése és a kitirtilése is joval hosszabb folyamat. [22]

A first pass hatds az ordlis gyogyszerbeadds egyedi velejaréja. A bekeriilt gydgyszer a
nyalkahartyan at kertil a kapillarisokba. Ezen gyogyszerek a portalis keringésbe keriilnek majd
pedig kozvetleniil a majba, ahol biotranszformacio zajlik le. A m4j, a first pass hatas révén
jelentds mértékben csokkenti az aktiv hatdoanyagok mennyiségének felszivodasat. A maj a

biotranszformaci6 mellett felelds az epével torténd kivalasztasért is. [22]

A gyogyszerek szervezetbdl kiiiriilésének egy gyakori formdja a vesén keresztiil torténik. Ennek
mértékét a lipidoldékonysag €s az ionizacié mértéke nagyban befolyasolja. Azon gyogyszerek
melyeket el0szOr a mdj biotranszformal, nagyobb vizoldékonysagra tesznek szert igy a

vizelettel iirlilnek a vesén keresztiil. [22]

Az élelmiszerekben fellelhetd gyogyszer maradékanyagok lehetnek az eredeti vegyiiletek,
illetve annak metabolitjai is. A maradék anyagok szarmazhatnak gydgyszerek vagy
adalékanyagok nem szandékos beadasabol is. Azonban ezen nem szandékosan felvett anyagok
is okozhatnak maradékanyag jelenlétet az ehet6 szovetekben. [22] Ezzel kapcsolatban bizonyos
tolerancia szinteket allapitanak meg a gyodgyszerekkel szemben az €lelmiszertermeld allatok

bizonyos szdveteiben. Ez a tolerancia szint, az a célszoveti koncentracid, mely szint ala kell
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keriilnie a gydgyszer markervegyiiletének ahhoz, hogy azok a szovetek emberi fogyasztasra
keriilhessenek. A célszovet egy olyan ehetd szovet (mely altaldban a vese vagy a ma4j)
amelyben, ha a markervegyiilet a tolerancia szint ala csokken, akkor biztositja, hogy minden
ehetd szovet emberi fogyasztasra alkalmas. A tolerancia szintek meghatarozasara allatokon
végeznek vizsgalatokat, amibdl meghatarozhatod, hogy mennyi a felveheté mennyiség mely

még nem okoz egészségkarosodast. [22]

Az élelmezésegészségligyl varokozasi idoket kisérletekkel hatarozzdk meg. Ami lényegében
abbol all, hogy egészséges allat csoportokat kezelnek az adott gydgyszerrel majd csoportokra
osztva Oket bizonyos 1id6kozonkét levagjak az allatokat és azoknak a szoveteit vizsgaljak a

gyogyszerkoncentraciokra.[22]

Az EEVI meghatarozasara el8szor kisérleti allatokon hatdrozzak meg a vegyiiletek
toxikussagat. Erre a No Observed Effect Level (NOEL)-t hataroztak meg, mely révén egy
atlagos emberrel és biztonsagi tényezokkel is szamolva meghatarozzék az elfogadhat6é napi
bevitelt (ADI) egy teljes életidére szamolva. Ehhez a szdmitashoz, eldszor megbecsiilik az
ehetd szovetek atlagos fogyasztasat, mint a hus, zsir, vese és mdj szovet. Majd ez alapjan
hatarozzak meg, hogy a szovetekben a biztonsag érdekében mennyi gydgyszermaradékanyag
lehet jelen. Az élelmiszertermeld allatokban hasznalhatd gyogyszerek élelmezésegészségiigyi

varakozasi ideje csak bizonyos fajokra, dozisra, beadasi mddra és gyakorisadgra érvényes. [22]

A gyobgyszerek farmakokinetikaja nem csak a terapia révén fontos, hogy hogyan viselkedik a
szervezetben, hanem azért is kiemelten fontos, hogy a terdpia lezajldsa utdn a
gyogyszermaradvanyanyagok jelenléte elkeriilheté legyen, és az allatok levagasra

keriilhessenek.[22]
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3. Anyag és modszertan

3.1 Anyagok

A kisérlethez a hazityuk szoveteket normal kiskereskedelmi fogalombol szereztiik be. Az els6
kisérletekhez pedig a Nagymaméamhoz fordultam segitségért, ugyanis vidéken nevelget néhany
tytukot sajat fogyasztasra, igy megsiirgettem néhany egyed levagasat. Elsdsorban a veseszovetet
szerettem volna téle mindenképpen beszerezni, mivel az nem kaphatdé Onmagiban a
kereskedelemben. Azonban a modszerfejlesztés elég sok mintat kovetelt, igy ezt a mennyiséget,
amit innen szereztem, elég gyorsan a sokszorosara kellett ndvelni. Ebben a részben pedig egy
Pest megyei vagohid volt segitségiinkre, ahonnan kaptunk 20 darabos csomagolasban farhatat,

¢s azokbol vettiik ki a veséket (lasd 5. abra).

5. dbra. Vesék kivétele a farhatakbol
A sziikséges amoxicillin, enrofloxacin és ciprofloxacin sztenderdeket, illetve a bels6 sztenderd
(ISTD) penicillin-V-t a Sigma-Aldrich markatol alltak rendelkezésiinkre. Az extrahalo szerként
hasznalatos acetonitril, triklorecetsav és az oxalsav pedig a VWR International markatol

szarmazott.
3.2 Modszerfejlesztés

A mintadkhoz minden szdvet és vizsgalat tekintetében 2 grammra volt sziikség. Az eldkészités
soran igyekeztem a mintakat vagodeszkan a lehetd legkisebb méretlire Osszevagni (lasd. 6.
abra), igy a kimérést eldsegitve. A 2 grammos mennyiséget analitikai mérlegen mértiik ki majd
helyeztiik centrifugacsovekbe. Ezen a ponton kovetkezett a mintdinknak a mesterséges

elszennyezése antibiotikummal. Ehhez a mintdkhoz pipettaztunk 10 pl un. “spikeol6” oldatot,
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elszennyezésnél fontos 1€épés volt, hogy amikor az antibiotikumot tartalmazo elegyet
pipettaztuk akkor az valdban a szdvetekre keriiljon, és ne csak végig csorogjon a centrifugacsé
falan. Kivéve a vak mintat, amibe nem tettiink ebbdl az elegybdl, illetve a belsé sztenderd
helyett is csak acetonitril oldatott mértiink hozza. A spikeol6 oldat hozzaadaséat kdvetden 10 pl
penicillin-V-t adtunk hozza majd 10 ml extrahaldszert, ami az elsd kisérletben acetonitril 1:9
aranyu vizes oldatanak és 0,01 M oxalsav 25:75 aranyu elegye volt. Majd az elkésziilt mintakat
behelyeztiik 40 percre a razogépbe (IKA KS 501 rdzo6gép), melynek a sebessége 200 radzas/perc
volt. Miutan ez lejart, athelyeztiikk 10 perce 10 fokon a centrifugdba (VWR MicroStar 17R
mikrocentrifuga). A centrifuga sebességét 8500 rpm-re allitottuk. Ezt a 1épést kovetden a
feliiluszot 0,22 pm-es fecskenddsziirével HPLC vialba szlirtiik majd elinditottuk a LC-MS/MS

méreést.

6. abra Szovetek apritasa

A masodik probakisérlet soran a sztenderd oldat mennyiségét modositottuk 10 pl-rél 20 pl-re
vagyis a duplajara. Az extrahdloszernek a mennyiségét nem valtoztattuk meg, viszont az

aranyat modositottuk 1:1-re.

Harmadik kisérlet soran tobb valtoztatasra is sor keriilt. A minta tomege €s a spikeol6 oldat
mennyiségében nem tortént valtozas. Azonban a penicillin-V menniségét megemeltiik 32 pl-re
az extrahald oldatot pedig lecsokkentettiik 4 ml-re. Az extrahald oldat ebben az esetben 0,1 M
triklorecetsav €s acetonitril 1:1 ardnyu elegye volt. A razogépet is lecseréltiik ettdl a kisérlettol

kezdve ultrahangos razatét (Realsonic ultrahang-kad) hasznaltunk erre a célra.
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7. abra. Kalibralo oldatok készitése

A mennyiségi mérés elsd 1épéseként sziikség volt a kalibralas elvégzésére. A kalibracio soran
nem a szdveti kalibraciot valasztottuk, mert nem volt teljes mértékben lehetdségiink ismerten
kezeletlen mintakat beszerezni. Amennyiben bizonyithatéan kezeletlen szovetek hianyaban igy
jéartunk volna el, akkor nem lett volna megfeleld a kalibracid, ha van a hattérben egyéb nem
melynek koncentracioi lényegében ugy lettek kiszdmitva, hogy az extrakcié utani minta

koncentracidkat modellezzék.

A validalasi szovet koncentraciok értékei a VICH GL 49 dokumentum [45] szerint lettek
megtervezve (lasd 1. tdblazat). A nulladik minta a vak minta, tehat abban csak olddszer keriil a
szovetre. Az els¢ szdmu mintanak a koncentracidja a varhat6 alsé kimutatasi hatar (LOD)
értékét a masodik oldat pedig a mérési hatart vagyis LOQ értékére lett meghatarozva, melynek
érteke megegyezik a LOD haromszorosaval. A tovabbi hdrom koncentraciét ugy kellett

meghatarozni, hogy azok a validalasi tartomany aljan, kozepén és a tetején helyezkedjenek el.

1. tablazat. Validalasi szovet koncentraciok

Validalasi SZOVET elméleti koncentraciék (ng/g; pg/kg)
célvegy.
VALOO +0,0
VALO1 +2,0
VALO02 +6,0
VALO3 +18,0
VALO4 +100,0
VALO5 +800,0
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3.3 Végleges minta elokészitési eljaras

A mintdim el6készitése varatlanul egyszeriinek bizonyult, viszont ez nem volt elmondhat6 a
mintak szamarol és azoknak kodolasardl. Az elsé probakisérlettdl kezdve minden kisérlethez
elokészitettiik az 6sszes mintat mind a négy szévetbol. Ez szovetenként 3 parhuzamos kisérletet
jelentett 6 kiilonb6z6 koncentracio szinttel. Valamint 3 egymast kovetd napon mértiik le, igy
valdjaban a mintdink szdma 3x3x6 vagyis 54 darabot jelentett szovetenként. Tovabba kellettek
még mintak a robusztussag vizsgalatdhoz, melyhez 4 darab kellett szovetenként és a rovidtava
(short-term) stabilitas, illetve a fagyasztas-kiolvasztasi (freeze-thaw) stabilitas vizsgalatadhoz 6-
6 darabot hasznaltunk fel. A mintainkat eredetileg, ugy kellett volna beszerezniink, hogy azok
6 kiilonbozo allatbol szarmazzanak. Bar erre nekiink nem volt lehetdségiink a beszerzéskor,
azonban igyekeztiink mégis helyesen eljarni. A zsirszovet mintdkat példaul 6 kiilonbozo

farhatrol gytijtottiik be.

Negyedik nekifutasra jutottunk el a véglegesen elfogadott, validalhatonak tekintheté modszerig
(l4sd 8. abra). A mintdk tomege itt is 2 g volt. Melyhez hozzamértiink 20 pl spikeold oldatot
mely a vak minta esetében szintén a 3.1 bekezdésben emlitett oldatot jelentette. Majd 20 pl
sztenderd oldatot, a vak minta esetében pedig 25% acetonitril és 75% 0,01 M oxalsav elegyét.
Az acetonitril és oxalsav elegyébdl 4 ml-t mértiink még minden mintdhoz extrahaldszerként.
Majd 15 percig tart6 ultrahangos razatas volt a kdvetkezo 1€épés. Ezt kdvette a 10 percig tartd
centrifugalds mely ebben az esetben mar szobahdmérsékleten zajlott. Utolsé 1épésként pedig itt

is a szlirés majd az LC-MS/MS mérés kovetkezett.

Az egyes mintaelOkészitési mdodszerek Osszehasonlitasat gy végeztik el, hogy lemértik a
miszerrel a kapott mintakat és Osszehasonlitottuk a cstcsteriileteket. Azt néztiik, hogy az

azonos mértékll szennyezésre, hol kaptuk a legnagyobb csucstertiletet.
3.3 Miiszeres mérések

A 3.2 alfejezetben vazolt modon eldkészitett mintdkat a kovetkezd miszeres analitikai
mérésnek vetettiik ald. A feldolgozott minték antibiotikum-tartalméat egy Shimadzu LC-MS/MS
8030 Plus rendszerrel mértiik. A kromatografids oszlop egy Phenomenex Kinetex C18 EVO,
50 x 4,6 mm ID (2,6 um részecskeméret) kolonna volt; 4 x 2 mm C18 EVO véddkolonnaval.
Gradiens eluaciot alkalmaztunk, melyben az ‘A’ eluens: 0,1% HFBA (heptafluoro-vajsav)
vizben, a ‘B’ eluens: 0,1 % (v/v%) hangyasav acetonitrilben. Az dramlési sebesség: 0,5 ml/min;

egy kromatografias mérés ideje: 9 perc volt. A kolonnatér hémérséklete: 30 °C, a mintaadagolo
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homérséklete: 10 °C. Injektalt térfogat: 10 ul. Mind a kalibracios, a QC ¢és az ¢les mintdkat

haromszor injektaltuk.

Minta bemérése Extrakcio Centrifugalas
* 2 g szdvet * 4 ml extrahalo oldat (25% ACN + 8500 rpm, SzH, 10 perc
* 15 ml-es centrifugacsébe /75% 0,01 M oxalsav elegy)
«20ul ISTD « UH rézatas 15 perc; SzH
* 20 ul spike-ol6 oldat vagy
oldoszer
Sziirés

0,22 um fecskenddsziirén

5. verzid LCMS

8. abra. Minta elokészités

Electrospray (ESI) ionforrast hasznéltunk pozitiv ionizacids polaritassal, multiple reaction
monitoring (MRM) moddban. Interface: 4,5 kV, interface hdmérséklet 350 °C, desolvation line:
300 °C, heat block: 450 °C, detektor fesziiltség: 1,78 kV, porlaszté gaz (N»): 3 1/perc, szaritd
gaz (N2): 15 I/perc. Utkozési gaz (Ar): 230 kPa.

A kalibracids egyenes pontjait akkor tekintettiik elfogadhatonak, ha a 11 pontjabol legalabb 7
esetében a csucsteriilet értékét az egyenes egyenletébe helyettesitve +15%-o0s pontossaggal
visszakaptuk az adott kalibracids ponthoz tartozd névleges koncentraciot. Mindezeken tul a

kalibracids egyenes korrelacios koefficiensének (R? érték) legalabb 0,99-nek kellett lennie.
3.4 Adatfeldolgozas

Az LC-MS/MS mérések nyers eredményeit a miiszert vezérl6 SHIMADZU LabSolutions®
programbol nyertiik ki, majd MS Excel segitségével statisztikai szamitasokat végeztiink. Az
Excel program segitségével harom fiiggvényt (lasd. 9. abra) é&brazoltunk minden egyes
hatéanyag-szovet kombinaci6é esetében. Az egyik fliggvényhez az elméleti koncentraciok

fliggvényében abrazoltuk a mért koncentraciokat, valamennyi koncentracio-szinten valamennyi
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parhuzamost, és ezekre egyenest illesztettiink. Ez lett a ,,mért” grafikon, és ezen egyenes R?
értéke adja az adott hatdanyag-szovet paros esetében a modszer linearitdsat. Utana minden
egyes elméleti koncentracio-szintnél kivalasztottuk az adott szinten mért legkisebb és a
legnagyobb értéket €és ezeket is abrazoltuk az elméleti koncentracio fliggvényében. A legkisebb
hatarértékekre illesztett egyenes lett az als6 konfidencia-hatar (B fiiggvény), a legnagyobb
hatarértékekre illesztett egyenes pedig a felsé konfidencia-hatar (o fliggvény). Alsdé dontési
szintnek (decision limit; Yc) nevezziik azt a pontot, ahol a felsé konfidencia-hatar egyenese
metszi a mért koncentraciok tengelyét (azaz, az a fliggvény tengelymetszete). Majd a kapott
decision limit értékét behelyettesitettiik az also konfidencia-hatéar () egyenesének egyenletébe,
¢s az igy kapott eredmény adta az als6 kimutatdsi hatart (LOD). Kovetkezd paraméter a mérési
hatar (LOQ), melynek kiszamitasahoz az Yc értékét meg kell szorozni hdrommal (a miiszeres
analitikai szakteriileten altalanossagban elfogadott szabaly, hogy a szdmértéket eredményezo
mérés also hatara az alsé dontési szint haromszorosa). Ennek eredménye adta meg az alsé
meghatarozasi hatart (determination limit), mely értéket szintén az alsé konfidencia-hatar (3)

egyenesének egyenletébe beillesztve megkapjuk a LOQ-t.

I

&

Concentration Found

&

Concentration Added

9. abra «a és [ egyenes abrazolasa [45]
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3.5 Validalasi paraméterek kiszamitasa
Linearitas

A linearitas paramétere akkor tekinthetd elfogadhatonak, ha a 11 kalibracids pontbdl legalabb
7 megfeleld, vagyis értéke a £15%-0s tartomanyba esett (+20% LOQ), valamint a korrelacios
koefficiens (R?) nagyobb mint 0,99.

Mérési napon beliili (within-run) precizid €s pontossag

A pontossag az elméleti koncentracio és az eljards alkalmazasaval mért atlagos eredmény
kozotti eltérés, szazalékban kifejezett értékével egyenld. A modszer pontossidga pedig, a
homogén vizsgalati anyagbdl meghatarozott felhasznalasi feltételek mellett kapott, fiiggetlen
vizsgalati eredmények kozotti relativ szoras szdzalékban kifejezett értékével egyenld.

A within-run precizitas és pontossaganak vizsgalatdhoz 6t kiilonb6z6 koncentracid szintii és
egy kontroll mintat hasznéltunk (lasd 3.2 alfejezet) Az egy napon végzett mérések soran
+6 png/kg, +18 pg/kg, +100 pg/kg és +800 ng/kg). A pontossag és a precizitas értéke a
kiilonb6z6 toménységii mintakra kiilon lett meghatarozva. A paraméter elfogadhatosagat az
alabbi 2. tablazat szemlélteti a megfeleld koncentracié tartomdnyban.

2. tablazat Within-run pontossag és precizitas meghatdrozdsa

Analit koncentracio Elfogadhat6 within-run | Elfogadhato within-run
precizitas % CV pontossag tartomanya

<1 pg/kg 30 % -50 % és +20 % kozott

>1 pg/kg <10 pg/kg - 25% -40 % és +20 % kozott

> 10 pg/kg <100 pg/kg 15% -30 % ¢és +10 % kozott

> 100 ng/kg 10% -20 % és +10 % kozott

Meérési napok kozotti (between-run) precizid és pontossag

A Dbeetwen-run precizid ¢és pontossag meghatarozasara is ugyanazt a hat kiilonbozo

crc

mintat mériink, és itt a harom napra egyiittesen vizsgaltuk ennek értékét. A paraméterek

elfogadhatdsagahoz a szazalékokat az alabbi 3. tablazat tartalmazza
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3. tablazat Between-run pontossag és precizitds

Analit koncentracid Elfogadhaté  between-run | Elfogadhatd  between-run
precizitas % CV pontossag tartomanya
<1 ug/kg 45 % -50 % ¢és +20 % kozott
> 1 png/kg <10 pg/kg - 32% -40 % és +20 % kozott
> 10 pg/kg <100 pg/kg 23% -30 % és +10 % kozott
> 100 pg/kg 16% -20 % és +10 % kozott
Kimutatési hatar (LOD)

A kimutatdsi hatdr az analit azon legkisebb mért koncentracidja, amelybdl elfogadhato
biztonsaggal kovetkeztetni lehet annak jelenlétére a vizsgalati mintaban. A paraméter

kiszamitasat lasd a 3.4-es bekezdésben.
Meérési hatar (LOQ)

Az LOQ az analit azon legkisebb mért tartalma, amely felett a meghatidrozds a megadott
pontossaggal és precizitassal elvégezhetd. A paraméter meghatarozasanak kiszamitasat lasd a

3.4-es bekezdésben.
Stabilitas
Rovidtava (short-term) stabilitas

+100 pg/kg és +800 ng/kg) mintak mindegyikébdl harom mintéat készitettiink, €s a mérés elott
4 6ran at szobahdn tarolva, hasonlitottuk dssze a kontroll, vagyis az elkészités pillanatdban mért
mintakkal. Annak érdekében, hogy a mintdkat szobahdmérsékleten stabilnak lehessen
elfogadni, a vizsgalt mintdk legfeljebb £15%-ban térhetnek el a friss mintdk esetében mért

értekektol.
Fagyasztas-kiolvasztasi (freeze-thaw) stabilitas

A freeze-thaw stabilitds mérése soran az elkészitett mintakat a mérés elott haromszor

lefagyasztottuk majd kiengedtiik anélkiil, hogy melegitettiik volna. A harom legmagasabb

crer

hasonlitottuk 0ssze a kontroll mintdkkal. Annak érdekében, hogy a mintdkat a
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fagyasztas/kiengedés vizsgalatban stabilnak lehessen nevezni, a vizsgalt mintak legfeljebb

+15%-kal térhetnek el a kontroll mintaktol.
Robusztussag

A modszerek robusztussaganak értékelése kiemelten fontos. Az méodszer fejlesztése, validalasa
vagy hasznalata soran nyilvanvaléva valhat a modszer érzékenysége, ezért értékelni kell a

moddszer teljesitményét leginkabb befolyasolo eltéréseket. Itt harom kisebb moddositést

crer

crer

ra a vizben. Az utols6 modositas pedig a minta extrakcid soran az ultrahangos razatas idejének
15 percrdl 8 percre torténé modositasat jelentette. A robusztussdg paramétere akkor

elfogadhatd, ha a véltoztatott minta az eredeti kontroll mintatél, mindossze +15%-kal tér el.
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4. Mérési eredmények

4.1 Amoxicillin

4.1.1. Izomszovet
Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, als6 kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. Az amoxicillin esetében izomszovetben a LOD értéke 1,31
png/kg, az LOQ pedig 2,34 pg/kg lett (lasd 10. abra). Az 6sszes mért koncentracid értékre

illesztett egyenes R? értéke 0,9915, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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10. abra - Az amoxicillin izomszovetben mérhetd linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szdmitasa

Precizitas €s pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgéltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintli mintabol, egy
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napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
¢és pontossag értékét minden koncentracié szinten meghatdroztuk. A kapott koncentracid
értékeket, ezek szorasat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 4. és az 5. tablazatok (I.
Fiiggel¢k) tartalmazzak. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek az amoxicillinre az izommintak esetében.

Stabilitas a matrixban

A short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk. A
6. tablazatban (I. Fiiggelék) szerepld eredmények azt mutatjdk, hogy a mintdk
szobahdémérsékleten nem bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 6ran at
szobahdmérsékleten hagyott izomszdvet mintdk koncentracioja kozotti kiilonbség jelentdsen

nagyobbnak bizonyult mint 15%.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat szintén a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel
vizsgaltuk Az 7. tablazat (I. Fiiggelék) eredményei azt mutatjdk, hogy egyik minta sem
bizonyult stabilnak a haromszor lefagyasztott és kiengedett mintdk esetében, mert jelentdsen

nagyobb mennyiség elbomlott, mint ami még toleralhato6 lenne.

Robusztussag

crer

valtoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
esetében 15%-on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell
szamitanunk jelentds eltérésre az eredményekben. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott
valtoztatdsok esetenként modositottdk a vegyiilet retencios idejét is, emiatt az eredeti
korilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett volna haszndlhatd. A helyzet
megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk

meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.

4.1.2. Majszovet

Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, als6 kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. Az amoxicillin esetében méjszovetben a LOD értéke 2,96
pg/kg, az LOQ pedig 12,57 pg/kg lett (lasd 11. ébra). Az 0sszes mért koncentracio értékre
illesztett egyenes R? értéke 0,9939, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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11. abra Az amoxicillin majszévetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitasa

Precizitas €s pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracié szinten meghataroztuk A kapott koncentricio
értékeket, ezek szorasat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 10. és a 11. tablazatok (I.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas €s pontossag esetében teljesiiltek az amoxicillinre a majmintak esetében.
Stabilitas a matrixban
A short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A

12. Tablazatban (I. Fiiggelék) szerepld eredmények, azt mutatjak, hogy a mintdk
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szobahOmeérsékleten nem bizonyultak stabilnak. A kontroll mintak koncentracidja €s a 4 6ran at
szobahdémérsékleten hagyott majszovet mintdk koncentracidja kozotti kiilonbség jelentdsen

nagyobbnak bizonyult mint 15%.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 13. Tablazat (I. Figgelék) eredményei azt mutatjdk, hogy egyik minta sem bizonyult
stabilnak a haromszor lefagyasztott és kiengedett mintak esetében, mert jelentdsen nagyobb

mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

Robusztussag

crer

valtoztatva jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét kiilondsen a teriilet esetében.
Azonban a masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen
paramétereket valtoztatva nem kell szdmitanunk jelentds eltérésre az eredményekben majszovet
esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként modositottak a
vegyiilet retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracids egyenes
nem lett volna hasznalhat6. A helyzet megoldasa érdekében a csticsteriiletek kozotti eltéréseket

elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
4.1.3. Veseszovet
Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, alsé kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. Az amoxicillin esetében veseszovetben a LOD értéke 6,72
ng/kg, az LOQ pedig 12,34 pg/kg lett (lasd 12. abra). Az 0sszes mért koncentracio értékre
illesztett egyenes R? értéke 0,9962, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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12. abra Az amoxicillin veseszovetben mérhetd linearitasanak, LOD és LOQ értékének szamitdsa

Precizités és pontossag

A within-run precizitas €s pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracidé szintli mintabodl, egy
napon beliill (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghatdroztuk. A kapott koncentracid
értékeket, ezek szordsat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 15. és a 16. tablazatok (I.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek az amoxicillinre a vesemintak esetében.
Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 17.
tablazatban (I. Fiiggelék) szerepld eredmények, azt mutatjdk, hogy a mintdk

szobahdmérsékleten nem bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 6ran at
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szobahOmeérsékleten hagyott veseszovet mintak koncentracidja kozotti kiilonbség jelentésen

nagyobbnak bizonyult mint 15%.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 18. tablazat (I. Fiiggelék) eredményei azt mutatjdk, hogy egyik minta sem bizonyult
stabilnak a haromszor lefagyasztott és kiengedett veseszovet mintak esetében, mert jelentdsen

nagyobb mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

Robusztussag

crcer

valtoztatva jelent0sen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét kiilondsen a teriilet esetében.
Azonban a masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen
paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentés eltérésre az eredményekben
veseszovet esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként
modositottak a vegyiilet retencidos idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett
kalibracios egyenes nem lett volna hasznalhatd. A helyzet megoldasa érdekében a
csucsteriiletek kozatti eltéréseket elemeztiik, €s ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhato-

e az eredmény, vagy sem.

4.1.4. Zsirszovet

Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, alsé kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. Az amoxicillin esetében zsirszovetben a LOD értéke 2,05
ng/kg, az LOQ pedig 4,62 pg/kg lett (lasd 13. 4bra). Az Osszes mért koncentracid értékre
illesztett egyenes R? értéke 0,9999, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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13. abra Az amoxicillin zsirszovetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitasa

Precizitas €s pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracidé szintli mintabdl, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracié szinten meghatdroztuk. A kapott koncentracid
értékeket, ezek szorasat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 20. és a 21. tablazatok (1.
Fiiggelék) tartalmazzak. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas €s pontossag esetében teljesiiltek az amoxicillinre a zsirmintak esetében.
Stabilitds a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 22.
tablazatban (I. Fiiggelék) szerepld eredmények, azt mutatjdk, hogy a mintdk

szobahdmérsékleten nem bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 6ran at
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szobahOmeérsékleten hagyott zsirszovet mintdk koncentracidja kozotti kiillonbség jelentésen

nagyobbnak bizonyult mint 15%.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 23. tablazat (I. Fiiggelék) eredményei azt mutatjadk, hogy egyik minta sem bizonyult
stabilnak a haromszor lefagyasztott és kiengedett zsirszovet mintak esetében, mert jelentdsen

nagyobb mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

Robusztussag

crcer

valtoztatva jelent0sen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét kiilondsen a teriilet esetében.
Azonban a masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen
paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds eltérésre az eredményekben zsirszovet
esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként modositottak a
vegyiilet retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracids egyenes
nem lett volna hasznalhat6. A helyzet megoldasa érdekében a cstcsteriiletek kozotti eltéréseket

elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
4.2 Ciprofloxacin

4.2.1. Izomszovet

Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, alsé kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. A ciprofloxacin esetében izomszdvetben a LOD értéke 2,87
ng/kg, az LOQ pedig 8,88 pg/kg lett (lasd 14. abra). Az Osszes mért koncentracid értékre

illesztett egyenes R? értéke 0,9928, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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14. abra A ciprofloxacin izomszovetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitdsa

Precizitas €s pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A kapott koncentracio
értékeket, ezek szorasat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 25. és a 26. tablazatok (II.
Fiiggelék) tartalmazzak. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas €s pontossag esetében teljesiiltek a ciprofloxacinra az izommintak esetében.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 27.

tablazatban (II. Fiiggelék) szerepld eredmények, azt mutatjdk, hogy a mintik
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szobahOmeérsékleten nem bizonyultak stabilnak. A kontroll mintak koncentracidja €s a 4 6ran at
szobahdémérsékleten hagyott izomszdvet mintdk koncentracioja kozotti kiillonbség jelentésen

nagyobbnak bizonyult mint 15%.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk
Az 28. tablazat (II. Fliggelék) eredményei azt mutatjak, hogy a 18 pg/kg-os minta stabilnak
bizonyult a haromszor lefagyasztott €s kiengedett mintdk esetében, azonban a masik két
nagyobb koncentraciot tartalmazé minta, nem mondhat6 stabilnak ebben a kisérletben, mert

jelentésen nagyobb mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

Robusztussag

crer

valtoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét, kiillondsen a teriilet esetében.
Azonban a masik két valtoztatds esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen
paramétereket valtoztatva nem kell szdmitanunk jelentds eltérésre az eredményekben. A
robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként modositottak a vegyiilet
retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracios egyenes nem lett
volna hasznalhaté. A helyzet megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket

elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.

4.2.2. Majszovet
Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, als6 kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. A ciprofloxacin esetében majszovetben a LOD értéke 1,87
pg/kg, az LOQ pedig 3,97 pg/kg lett (lasd 15. 4bra). Az 6sszes mért koncentracid értékre
illesztett egyenes R? értéke 0,9977, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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15. abra A ciprofloxacin mdjszovetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitdsa

Precizités és pontossag

A within-run precizitas €s pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A kapott koncentracio
értékeket, ezek szorasat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 30. és a 31. tablazatok (II.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek a ciprofloxacinra a majszdvet esetében.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 32.

tablazatban (II. Fiiggelék) szerepld eredmények, azt mutatjak, hogy a mintak koziil a +18 pg/kg

crer

A 800 png/kg-os minta mely 4 6ran at szobahOmeérsékleten volt hagyva, illetve a kontroll mintak
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koncentracioja kozotti kiilonbség viszont jelentésen nagyobbnak bizonyult mint 15%. Tehat ez

utobbi esetében nem megallapithat6 a stabilitas.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 33. tablazat (II. Fliggelék) eredményei azt mutatjak, hogy a 100 pg/kg-os és a 800 png/kg-os
minta stabilnak bizonyult a haromszor lefagyasztott és kiengedett mintak esetében. Viszont a
18 png/kg-os minta a kontroll mintadhoz hasonlitva, tobb mint 15%-os eltérést mutat, igy ezt nem

lehet stabilnak nevezni.

Robusztussag

crcr

valtoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét, kiilondsen a teriilet esetében.
Azonban a masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen
paramétereket valtoztatva nem kell szdmitanunk jelentds eltérésre az eredményekben. A
robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként modositottdk a vegyiilet
retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett
volna hasznalhatdé. A helyzet megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket

elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.

4.2.3. Veseszovet

Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, alsé kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. A ciprofloxacin esetében veseszdvetben a LOD értéke 2,21

ng/kg, az LOQ pedig 4,52 ng/kg lett (lasd 16. abra). Az 6sszes mért koncentracid értékre
illesztett egyenes R? értéke 0,9919, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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16. abra A ciprofloxacin veseszévetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitdsa

Precizités és pontossag

A within-run precizitas €s pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A kapott koncentracio
értékeket, ezek szorasat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 35. és a 36. tablazatok (II.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek a ciprofloxacinra a veseszdvet esetében.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 37.
tablazatban (II. Fiiggelék) szerepld eredmények, azt mutatjdk, hogy a 18 pg/kg-os minta
szobahOmeérsékleten stabilnak bizonyult. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 6ran at

szobahOmeérsékleten hagyott 100 pg/kg-os ¢és 800 ng/kg-os veseszovet mintak koncentracidja
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kozotti kiilonbség viszont jelentdsen nagyobbnak bizonyult mint 15%, igy ezeket nem lehetett

stabilnak megallapitani.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk A
38. tablazat (II. Fiiggelék) eredményei azt mutatjak, hogy minden minta stabilnak bizonyult a

haromszor lefagyasztott és kiengedett mintak esetében.

Robusztussag

cres

valtoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét, kiilondsen a teriilet esetében.
Azonban a masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen
paramétereket valtoztatva nem kell szdmitanunk jelentds eltérésre az eredményekben. A
robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként modositottak a vegyiilet
retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett
volna hasznalhaté. A helyzet megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket

elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
4.2.4. Zsirszovet

Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, alsé kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. A ciprofloxacin esetében zsirszovetben a LOD értéke 1,50
pg/kg, az LOQ pedig 6,34 pg/kg lett (lasd 17. 4bra). Az 6sszes mért koncentracid értékre

illesztett egyenes R? értéke 0,9958, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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17. abra A ciprofloxacin zsirszévetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitdsa

Precizités és pontossag

A within-run precizitas €s pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A kapott koncentracio
értékeket, ezek szorasat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 40. és a 41. tablazatok (II.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek a ciprofloxacinra a zsirszovet esetében.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 42.
tablazatban (II. Fliggelék) szereplé eredmények, azt mutatjdk, hogy a mintdk koziil
szobahOmeérsékleten cask a 18 pg/kg-os mintak bizonyultak stabilnak. A kontroll mintak

crer

45



mintdk koncentracidja kozotti kiilonbség jelentdsen nagyobbnak bizonyult mint 15%, igy

ezeket nem lehetett stabilnak nevezni.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk A
43. tablazat (II. Fliggelék) eredményei azt mutatjdk, hogy a 800 pg/kg-os minta bizonyult
stabilnak a haromszor lefagyasztott és kiengedett mintdk esetében, a masik két alacsonyabb
koncentraciot tartalmazd minta esetében nem tapasztaltunk megfelel stabilitdst, mert

jelentésen nagyobb mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

Robusztussag

crer

jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét, kiilonosen a teriilet esetében Azonban a
masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen paramétereket
valtoztatva nem kell szadmitanunk jelentds eltérésre az eredményekben. A robusztussag
tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként modositottak a vegyiilet retencios idejét
is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett volna hasznalhato.
A helyzet megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan

allapitottuk meg, hogy elfogadhat6-e az eredmény, vagy sem.
4.3 Enrofloxacin

4.3.1. Izomszovet

Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, alsé kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. A ciprofloxacin esetében izomszdvetben a LOD értéke 1,68

ng/kg, az LOQ pedig 4,71 ng/kg lett (lasd 18. abra). Az Osszes mért koncentracid értékre
illesztett egyenes R? értéke 0,9929, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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18. abra Az enrofloxacin izomszovetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitdsa

Precizités és pontossag

A within-run precizitas €s pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A kapott koncentracio
értékeket, ezek szorésat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 45. és a 46. tablazatok (III.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek az enrofloxacinra a izomszovet esetében.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 47.
tablazatban (III. Fliggelék) szerepld eredmények, azt mutatjdk, hogy a mintak

szobahdmeérsekleten nem bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracioja és a 4 6ran at
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szobahOmeérsékleten hagyott izomszdvet mintdk koncentracidja kozotti kiilonbség jelentdsen

nagyobbnak bizonyult mint 15%.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 48. tablazat (III. Filiggelék) eredményei azt mutatjak, hogy a 18 pg/kg-os minta bizonyult
stabilnak a haromszor lefagyasztott és kiengedett izomszovet mintdk esetében. mig a masik két

crer

mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

Robusztussag

crer

valtoztatva jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét kiillondsen a teriilet esetében.
Azonban a masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen
paramétereket valtoztatva nem kell szadmitanunk jelentds eltérésre az eredményekben
izomszovet esetében. A robusztussag tesztelése sordan végrehajtott valtoztatasok esetenként
modositottak a vegyiilet retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett
kalibracios egyenes nem lett volna hasznalhatd. A helyzet megoldasa érdekében a
csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhato-

e az eredmény, vagy sem.

4.3.2. Majszovet

Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, als6 kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. A ciprofloxacin esetében majszovetben a LOD értéke 1.36
pg/kg, az LOQ pedig 4,36 pg/kg lett (lasd 19. 4bra). Az 6sszes mért koncentracid értékre
illesztett egyenes R? értéke 0,9922, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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19. abra Az enrofloxacin majszévetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitdsa

Precizités és pontossag

A within-run precizitas €s pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A kapott koncentracio
értékeket, ezek szorésat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 50. és a 51. tablazatok (III.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek az enrofloxacinra a méjszovet esetében.
Stabilitds a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 52.

tablazatban szereplé eredmények, azt mutatjak, hogy a 18 pg/kg-os mintak szobahdmérsékleten

cre

crer
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kiilonbség jelentdsen nagyobbnak bizonyult mint 15%, vagyis azok a mintdk nem nevezhetdek

stabilnak.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk.
Az 53. tdblazat eredményei azt mutatjdk, hogy egyik minta sem bizonyult stabilnak, a
haromszor lefagyasztott és kiengedett majszovet mintdk esetében, mert jelentdsen nagyobb

mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

Robusztussag

crer

valtoztatva jelent0sen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét kiilondsen a teriilet esetében.
Azonban a masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen
paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds eltérésre az eredményekben majszovet
esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként modositottak a
vegyiilet retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracids egyenes
nem lett volna hasznalhat6. A helyzet megoldasa érdekében a cstcsteriiletek kozotti eltéréseket

elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
4.3.3. Veseszovet
Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, alsé kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. A ciprofloxacin esetében veseszovetben a LOD értéke 2,99
ng/kg, az LOQ pedig 5,61 pg/kg lett (lasd 20. abra). Az Osszes mért koncentracid értékre

illesztett egyenes R? értéke 0,9941, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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20. abra Az enrofloxacin veseszévetben mérheto linearitasanak, LOD és LOQ értékének
szamitdsa

Precizités és pontossag

A within-run precizitas €s pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A kapott koncentracio
értékeket, ezek szorésat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 55. és a 56. tablazatok (III.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek az enrofloxacinra a veseszdvet esetében.
Stabilitds a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 57.
tablazatban (III. Fiiggelék) szerepld eredmények, azt mutatjdk, hogy a mintdk

szobahOmérsékleten nem bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 6ran at
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szobahOmeérsékleten hagyott veseszovet mintak koncentracidja kozotti kiilonbség jelentdsen

nagyobbnak bizonyult mint 15%.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 58. tablazat (III. Fliggelék) eredményei azt mutatjak, hogy a 100 pg/kg-os minta stabilnak
bizonyult a haromszor lefagyasztott és kiengedett veseszovet mintak esetében. Azonban a 18
ng/kg-os és a 800 pg/kg-os minta nem nevezhetd stabilnak, mert jelentésen nagyobb mennyiség

elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.
Robusztussag

Az 59. tablazat (I11. Fiiggelék) eredményei azt mutatjak, hogy az eluens tartalmat valtoztatva
jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét kiilonosen a teriilet esetében. Azonban a
masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen paramétereket
valtoztatva nem kell szdmitanunk jelentds eltérésre az eredményekben veseszovet esetében. A
robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként modositottdk a vegyiilet
retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracios egyenes nem lett
volna hasznalhatd. A helyzet megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket

elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.

4.3.4. Zsirszovet

Linearitas, LOD és LOQ

A mérési modszer linearitdsanak, alsé kimutatasi (LOD) és mérési hataranak (LOQ) szamitasat
a 3.4 bekezdés szerint végeztiik el. A ciprofloxacin esetében zsirszovetben a LOD értéke 2,35
ng/kg, az LOQ pedig 3,41 pg/kg lett (lasd 21. 4dbra). Az Osszes mért koncentracid értékre
illesztett egyenes R? értéke 0,9953, azaz, a validalasi kritériumnak (<0,99) eleget tesz.
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21. abra Az enrofloxacin zsirszévetben mérheto linearitisanak, LOD és LOQ értékének
szamitdsa

Precizités és pontossag

A within-run precizitas €s pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, egy
napon beliil (within-run), illetve a harom napi méréseket egyiitt is (between-run). A precizitas
és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A kapott koncentracio
értékeket, ezek szorésat, illetve a vizsgalt paraméterek értékeit a 60. €s a 61. tablazatok (III.
Fiiggelék) tartalmazzdk. A validalasi kritériumok mind a within run, mind a between run

precizitas és pontossag esetében teljesiiltek az enrofloxacinra a zsirszovet esetében.
Stabilitds a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 62.
tablazatban (III. Fiiggelék) szerepld eredmények, azt mutatjdk, hogy a mintdk

szobahOmérsékleten nem bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 6ran at
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szobahOmeérsékleten hagyott zsirszovet mintdk koncentracidja kozotti kiillonbség jelentdsen

nagyobbnak bizonyult mint 15%.

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 63. tablazat (III. Fiiggelék) eredményei azt mutatjdk, hogy egyik minta sem bizonyult
stabilnak a haromszor lefagyasztott és kiengedett zsirszovet mintdk esetében, mert jelentésen

nagyobb mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

Robusztussag

crer

jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét, kiilondsen a teriilet esetében. Azonban a
masik két valtoztatas esetében 15%-on belill maradt az eltérés, igy ezen paramétereket
valtoztatva nem kell szadmitanunk jelentds eltérésre az eredményekben zsirszovet esetében. A
robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok esetenként moddositottak a vegyiilet
retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott felvett kalibracios egyenes nem lett
volna hasznalhatd. A helyzet megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket

elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
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5. Kovetkeztetések

A linearitas, a within-run és a between-run precizitas és pontossag paraméterei minden esetben
az elfogadhatd tartoméanyba estek a mért eredményeink esetében. Ez a megallapitds azonban
nem is meglepd, mert a kisérletiinket a modszerfejlesztéssel kezdtiik, ahol az volt a célkitiizés,

hogy optimalizaljuk a mintaeldkészitési eljarasunkat.

A stabilitas a matrixban paramétert vizsgalva altalanossagban megéallapithatd, hogy sem a short-
term, sem pedig a freeze-thaw stabilitas nem teljesiilt a méréseink soran. Igy megallapithato,
hogy a mintainkat, ha mérni szeretnénk nem szabad 4 6ran 4t szobahdmérsékleten hagyni, tehat
ha nem is mérjiik meg egybdl, mindenképpen legalabb a hiitdbe vissza kell tenni. Illetve azokat
a mintékat, amiket kivettiink a fagyasztobol mar nem tandcsos ujbdl visszatenni oda. Ha egyszer
kivettiik akkor azt mar le kell mérni. Az amoxicillin vegytilet esetében egyszer sem keriiltek az
elfogadhat6 tartomanyba az eredmények. Az enrofloxacin esetében mar eléfordult, hogy az
elfogadhat6 tartomanyban tapasztaltunk eredményeket. A ciprofloxacin és a vegyiileten beliil a
veseszovet pedig a freeze-thaw stabilitas szempontjabol megbizhatdan stabilnak bizonyult. igy
ezzel kapcsolatban azt a megallapitast tettiik, hogy abban az esetben, ha csak ebben az egy
szovetben végeznénk reziduum vizsgalatot akkor elfogadhatd ez a modszer. Azonban, ha az
Osszes szovetre, vagy a masik két vegyliletet is szeretnénk vizsgdlni akkor a legrosszabb
eredményt kell figyelembe venni, ami egy jelentds bomlast mutat, tehat nem javasolt az

alkalmazasa.

A LOD (lasd 22. dbra) és a LOQ (lasd 23. abra) esetében is a legalacsonyabb, illetve a
legmagasabb értéket is az amoxicillin vegyiilet esetében mértiikk. Ebbdl a megallapitasbol az is
kovetkezik, hogy az amoxicillin vegytlilet adta a mérések soran a legnagyobb szorast. Széles
korben elfogadott szalmai varakozas szerint j6, ha az LOQ legalabb az MRL tizede. Az
eredményeink joval az MRL érték alatt voltak, azonban reziduum vizsgélathoz a LOQ-nak 5
koriil lehetne maximum lennie, ami a mi esetiinkben nem minden esetben teljesiilt. Ez
valoszintlileg izotop jelzett belsd sztenderd hasznalataval kikiiszobolhetd lett volna, azonban

jelen kutatasunk esetében ennek beszerzésére nem volt lehetdségiink.
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valtoztatasa jelent6s befolyassal volt a mérésiinkre. Ezt a bedllitast éppen human eréforras

késziti 0ssze, tehat van benne hibalehetdség és éppen erre a valtoztatasra nem volt robusztus a
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modszer. Az ultrahangos razatogép mikodésének idején torténd valtoztatds, nem okozott
jelentds valtozast a mddszeren, illetve az dramlasi sebesség valtoztatasa sem, tehat utobbi két
valtoztatasra robusztus a modszer. Megjegyzendd, hogy az aramlési sebesség egyébként

szoftveresen vezérelt, tehat ebben az esetben a hibalehetdség alacsony.

A visszanyerési szdzalékot tekintve (lasd 24. dbra) mely az elméleti, illetve a mért
koncentraciok aranyat mutatja meg, az tapasztalhato, hogy az amoxicillin viselkedése volt a
legkevésbé kovetkezetes, mig az enrofloxacin bizonyult a leginkdbb kovetkezetesnek.
Alapvetden megallapithatd, hogy az éaltalunk dsszedllitott mérési rendszer egy kicsit alaméri a

cres

sztenderd alkalmazésa miatt elhanyagolhato.

4 ) N\
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24. abra Visszanyerési szazalék grafikonos abrazoldsa

Osszességében elmondhatd, hogy egy elfogadhatd érzékenységii, egyszerien és koltség
hatékonyan kivitelezhetd, megbizhaté moddszert sikeriilt fejleszteni, mely egymastol egészen

eltéré matrixokban és egymastol egészen eltérd vegylileteket is képes megbizhatéan mérni.
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6. Osszefoglalas

Szakdolgozatom célja az volt, hogy a hazityuk (Gallus gallus domesticus) izom, vese, zsir és
maj szovetéibol az amoxicillin, enrofloxacin és ciprofloxacin vegyiiletek LC-MS/MS miiszerrel
torténd meghatarozasahoz mérési modszert dolgozzunk ki, valamint validaljuk is azt. A
kutatdsom alapjat egy mar létezd moddszer képezte, ami tobb, mint széz allatgyogyaszati
antibiotikum szlré (screen) vizsgalatara alakitottak ki. Nem allt azonban moddunkban
modositasok nélkiil adaptalni az eljarast, hiszen a mi vizsgalati célunk mas volt, mint az eredeti
modszerré (reziduum vizsgalat vs. szlirdvizsgalat). Néhany lényegi mddszerfejlesztési 1épés
utan viszont megfelelé mérési modszert sikeriilt kialakitanunk. A csirkehuisra nagyon magas a
kereslet vilagszerte, ebbdl a ténybdl kifolyolag éreztem fontosnak ezt a fajt, és husénak

biztonsagossagi vizsgalatait valasztani.

A validalas elvégzése soran a vonatkoz6 szakmai irdnyelvekben megfogalmazott alapvetd
fontossagu validalasi paraméterek mellett néhény altalunk még fontosnak tartottat valasztottuk
ki és vizsgéltunk. Ezek a paraméterek pedig a linearitds, a napon beliili (within-run) és a mérési
napok kozotti (between-run) precizitas és pontossag, az alsé kimutatasi (LOD) és mérési hatar
(LOQ), a stabilitds a matrixban részeként a rovidtava (short-term) illetve a fagyasztas-
kiolvasztds (freeze-thaw) stabilitds, végiil pedig a robusztussag harom paraméter kisebb

valtoztatassal.

A validalasi paramétereink vizsgalatat megeldzte a modszerfejlesztés folyamata, mely nagyon
jol sikertiilt, ugyanis a linearitds, a within-run valamint a between run precizitas és pontossag
paraméterei is, minden esetben az elfogadhatd tartomanyba kertiltek. Az alsé6 mérési hatarok
(LOQ) szovetenként és vegyiiletenként komoly mértékii eltéréseket mutattak ugyan, de egyik
esetben sem haladtdk meg a harom vegyiilet koziil a legszigoribb MRL értek (50 pg/kg) 25%-
at, igy elfogadhatonak nyilvanitottuk ezeket is. A stabilitds paraméterérdl ez a széles korli
elfogadhatosag mar nem mondhato el, mivel altalanossadgban azt allapitottuk meg, hogy sem a
short-term, sem pedig a freeze-thaw stabilitds nem lett megfeleld. Tehat a vizsgalni kivant
mintdinkat nem javasolt tobb oran at kint hagyni a labor asztalon a mérés el6tt, illetve, ha mar
egyszer egy mintat kivettiink a fagyasztobol akkor azt nem tanacsolt Gjra a fagyasztoba
helyezni, ha mar egyszer kivettiik, végezziik is el annak mérését. A robusztussag tekintetében
pedig azt allapitottuk meg, hogy a hdrom aprobb valtoztatasunk koziil, az eluens additiv

crer

valamint az ultrahangos razatés idejének modositasara igenis az.
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I. Fiiggelék — Részletes validalasi paraméterek
Amoxicillin
Izomszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentraci6 szintli mintabol, naponta.

Az Osszes izomszdvet minta elemzését azonos napon végeztilk. A precizitas és pontossag

értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

4. tablazat. Within run precizitas és pontossag izomszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti Atlag’ ., Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 2,26
+2,0 2,32 13,28 21,76
+2,0 2,22
+6,0 7,31
+6,0 5,66 9,41 12,64
+6,0 6,73
+18,0 15,87
1. +18,0 14,75 -9,09 10,91
+18,0 18,47
+100,0 96,24
+100,0 85,29 -5,78 7,97
+100,0 101,13
+800,0 731,23
+800,0 802,38 -3,17 5,23
+800,0 790,21
+2,0 2,10
+2,0 2,14 12,00 12,62
+2,0 2,48
+6,0 6,09
+6,0 4,45 -14,19 16,87
) +6,0 4,90
+18,0 13,16
+18,0 17,59 -15,08 14,70
+18,0 15,11
+100,0 88,84
+100,0 95,11 -10,12 5,38
+100,0 85,70
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Elméleti Atlag Pontossig (%) | Precizitis (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+800,0 832,48
+800,0 790,96 2,74 9,22
+800,0 842,26
+2,0 1,87
+2,0 2,03 -2,58 11,81
+2,0 1,95
+6,0 5,57
+6,0 7,33 8,41 15,05
+6,0 6,62
+18,0 15,05
3 +18,0 14,15 -15,09 9,27
+18,0 16,66
+100,0 113,44
+100,0 94,51 6,13 8,77
+100,0 110,43
+800,0 820,12
+800,0 689,89 -4,65 8,52
+800,0 778,42

A Dbetween-run precizitds ¢€s pontossag vizsgalatdit a 3.5 alfejezetben részletezett
megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii
mintabol, naponta. Az §sszes izomszdvet minta elemzését 3 kiilonb6zd napon végeztik. A
precizitas és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

5. tablazat. Between run precizitds és pontossag izomszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run

+2 7,59 17,20

+6 1,21 17,91

+18 -13,09 11,82

+100 -3,26 10,35

+800 -1,70 8,29

Stabilitas a matrixban

A short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A
6. tablazatban szerepld eredmények, azt mutatjak, hogy a mintadk szobahdmérsékleten nem

bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 oran at szobahdmérsékleten
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hagyott izomszovet mintdk koncentracioja kozotti kiillonbség jelentésen nagyobbnak bizonyult

mint 15%.

6. tablazat Short-term stabilitas izomszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahdn toltott Eltéré
L ez . PP érés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
15,82 11,45
+18,0 19,06 7,41
20,59 13,13
Atlag 18,49 10,66 91,94
Szoras 2,44 2,94
RSD (%) 13,17 27,57
113,09 8,50
+100 109,20 10,30
118,09 8,65
Atlag 113,46 9,15 42,41
Szorés 4,46 1,00
RSD (%) 3,93 10,92
756,43 436,65
+800 788,21 462,72
788,48 444,21
Atlag 777.71 447,86 -77,99
Szoras 18,42 13,41
RSD (%) 2,37 2,99

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 7. tdblazat eredményei azt mutatjak, hogy egyik minta sem bizonyult stabilnak a haromszor
lefagyasztott €s kiengedett mintak esetében, mert jelentdsen nagyobb mennyiség elbomlott mint

ami még toleralhato lenne.

7. tablazat Freeze-thaw stabilitdas izomszovet esetében amoxicillin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért X l efagyasztot.t n}ajd .
L oers kiengedett mintak Eltérés
konc. koncentracioja ( ez o
(ug/ke) (ng/kg) koncentracioja A%
(ng/kg)
15,36 2,94
+18,0 16,52 3,51
15,09 3,89
Atlag 15,66 3.45 77,99
Szorés 0,76 0,48
RSD (%) 4,85 13,87
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N . . . 3X lefagyasztott majd
Elméleti Friss mlnta’k.lrr!ert kieng?d,ett mintz’ukJ Eltérés
konc. koncentracioja (e o
(ng/kg) (ng/ke) koncentracidja A%
(ng/kg)
89,65 33,05
+100 91,25 30,76
96,52 28,48
Atlag 92.47 30,76 -66,73
Szorés 3,59 2,29
RSD (%) 3,89 7,43
701,74 73,27
+800 695,36 69,83
682,15 73,37
Atlag 693,08 72,16 89,59
Szorés 9,99 2,02
RSD (%) 1,44 2,79
Robusztussag

crer

valtoztatva jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlési sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok
esetenként modositottdk a vegylilet retencios idejét is, emiatt az eredeti kortilmények kozott
felvett kalibracids egyenes nem lett volna haszndlhat6. A helyzet megoldasa érdekében a
csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, €s ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhato-

e az eredmény, vagy sem.

8. tabldzat Robusztussdg izomszovet esetében amoxicillin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 pg/kg 100 pg/kg 100 pg/kg 100 pg/kg

75.867 81.928 48.971 70.328

Tertilet 79.376 86.920 53.819 70.616

74.715 91.137 49.475 73.077

Atlag teriilet 76.653 86.662 50.755 71.340
Szérés 2.428 4.610 2.665 1.511
RSD% 3,17 5,32 5,25 2,12
A% 13,06 -33,79 -6,93
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Majszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel
vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintli mintabol, naponta.
Az Osszes majszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitas és pontossag értékét

minden koncentracio szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2. tablazat

tartalmazza.

9. tablazat Within-run pontossag és precizitas mdjszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Nap Elméleti Atlag’ . Pontossag (%) | Precizitas (%)
(e s Koncentracio cr s cop s
Koncentracio (ug/kg) (ng/ke) Within run Within run
+2,0 2,13
+2,0 2,05 2,44 4,83
+2,0 1,97
+6,0 6,11
+6,0 6,07 -0,46 9,88
+6,0 5,74
+18,0 14,11
1. +18,0 13,61 -17,27 11,68
+18,0 16,95
+100,0 81,83
+100,0 85,64 -12,75 8,29
+100,0 94,29
+800,0 676,67
+800,0 695,33 -12,55 3,37
+800,0 726,79
+2,0 2,14
+2,0 2,10 6,50 8,32
+2,0 2,15
+6,0 5,97
+6,0 5,91 -2,69 10,03
+6,0 5,63
+18,0 17,20
2 +18,0 14,32 -13,94 9,82
+18,0 14,95
+100,0 98,97
+100,0 95,16 -7,22 8,74
+100,0 84,21
+800,0 682,39
+800,0 668,05 -18,43 9,32
+800,0 607,32
+2,0 2,09
3 2.0 1.78 -3,11 10,96
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Nap Elméleti Atlag’ . Pontossag (%) | Precizitas (%)
L s Koncentracio cors for
Koncentracio (ng/kg) (ng/kg) Within run Within run
+2,0 1,95
+6,0 5,70
+6,0 5,76 -3,50 6,67
+6,0 5,91
+18,0 16,71
+18,0 16,05 -13,90 10,11
+18,0 13,74
+100,0 90,85
+100,0 85,00 -9,64 6,17
+100,0 95,22
+800,0 718,80
+800,0 714,82 -10,96 4,70
+800,0 703,25

A between-run precizitds ¢€s

pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett

megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintl

mintabol, naponta. Az Gsszes majszovet minta elemzését 3 kiilonbozé napon végeztik. A

precizitas és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

10. tablazat. Between run precizitds és pontossag majszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run

+2 1,94 8,91

+6 -2,22 8,77

+18 -15,04 10,30

+100 -9,87 7,94

+800 -13,98 7,03

A kritériumok mind a within run és a between run esetében is teljesiiltek a majszévet mintdk

esetében.

A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitasa mely az amoxicillin esetében majszévetben a LOD

értéke 2,96 pg/kg.

A mérési hatar (LOQ)
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A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét amoxicillin esetében

majszovetben mely 12,57 pg/kg lett.
Stabilitas a matrixban

A short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A
12. tablazatban szereplé eredmények, azt mutatjak, hogy a mintak szobahémérsékleten nem
bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 oran at szobahdmérsékleten

hagyott majszovet mintak koncentracioja kozotti kiillonbség jelentésen nagyobbnak bizonyult

mint 15%.

11. tablazat Short-term stabilitas majszévet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahén toltott Eltéré
L ers P PR érés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) '
16,84 3,69
+18,0 19,65 1,75
17,55 2,63
Atlag 18,01 2,69 85,07
Szorés 1,46 0,97
RSD (%) 8,11 36,11
109,51 19,25
+100 99,54 12,27
108,38 14,59
Atlag 105,81 1537 85,47
Szo6ras 5,46 3,55
RSD (%) 5,16 23,13
812,27 51,56
+800 807,07 48,99
764,01 47,97
Atlag 794,45 49,51 93,77
Szorés 26,49 1,85
RSD (%) 3,33 3,74

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk
Az 13. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy egyik minta sem bizonyult stabilnak a haromszor
lefagyasztott €s kiengedett mintak esetében, mert jelentdsen nagyobb mennyiség elbomlott mint

ami még toleralhato lenne.
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12. tablazat Freeze-thaw stabilitas madjszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

N . . . 3X lefagyasztott majd
Elméleti Friss mlnta’k.lrr!ert kieng?diett mintz’lkJ Eltérés
konc. koncentracioja (e o/ .
(ng/kg) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
16,26 1,40
+18,0 16,06 4,08
15,90 1,84
Atlag 16,07 2,44 84,82
Szobras 0,18 1,44
RSD (%) 1,12 58,90
108,52 9,49
+100 107,77 7,77
106,81 9,11
Atlag 107,70 8,79 91,84
Szorés 0,86 0,90
RSD (%) 0,80 10,28
744,76 31,09
+800 755,13 27,73
777,43 28,93
Atlag 759,11 29,25 96,15
Szoéras 16,69 1,70
RSD (%) 2,20 5,82
Robusztussag

crer

valtoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlasi sebesség valoztatdsa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben majszovet esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott
valtoztatdsok esetenként modositottdk a vegyiilet retencios idejét is, emiatt az eredeti
korilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett volna haszndlhatd. A helyzet
megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk

meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
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13. tablazat Robusztussag majszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas

(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg
81.698 92.834 199.984 83.016
Tertilet 76.206 79.236 220.336 81.184
79.518 90.894 243.496 99.984
Atlag teriilet 79.141 87.655 221.272 88.061
Szobras 2.765 7.355 21.771 10.366
RSD% 3,49 8,39 9,84 11,77
A% 10,76 179,59 11,27

Veseszovet

A within-run és a between run precizitas €s pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintli mintabdl, naponta.

Az Osszes veseszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitas és pontossag

értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

15. tablazat Within-run pontossdg és precizitas veseszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti Atlag, . Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 2,44
+2,0 2,25 14,83 7,48
+2,0 2,20
+6,0 5,38
+6,0 7,01 8,48 14,55
+6,0 7,14
+18,0 15,55
1. +18,0 17,16 -10,80 9,40
+18,0 15,46
+100,0 84,83
+100,0 98,52 -11,42 8,68
+100,0 82,39
+800,0 788,78
+800,0 762,09 -2,29 2,05
+800,0 794,13
+2,0 2,19
2 +2,0 2,21 5,50 10,59
+2,0 1,93
+6,0 6,23 -1,87 8,13
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Elméleti Atlag Pontossig (%) | Precizitis (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+6,0 5,78
+6,0 5,66
+18,0 17,52
+18,0 18,04 -3,00 6,48
+18,0 16,82
+100,0 82,78
+100,0 85,79 -11,82 9,15
+100,0 95,97
+800,0 790,46
+800,0 870,62 3,61 6,18
+800,0 825,58
+2,0 2,21
+2,0 2,13 12,78 10,56
+2,0 2,43
+6,0 6,62
+6,0 6,70 5,28 9,48
+6,0 5,63
+18,0 15,15
3 +18,0 18,64 -9,55 13,47
+18,0 15,06
+100,0 104,00
+100,0 110,39 7,85 7,57
+100,0 109,17
+800,0 822,46
+800,0 873,65 6,22 2,89
+800,0 853,07

A between-run precizitds ¢és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett
megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii
mintabol, naponta. Az Osszes veseszovet minta elemzését 3 kiilonbdzé napon végeztik. A
precizitas és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

16. tablazat. Between run precizitds és pontossag veseszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run
+2 11,04 9,92
+6 3,96 11,64
+18 -7,78 10,38
+100 -5,13 12,75
+800 2,51 5,34
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A kritériumok mind a within run és a between run esetében is teljesiiltek a veseszovet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitdsa mely az amoxicillin esetében veseszdvetben a

LOD értéke 6,72 pg/kg.
A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét amoxicillin esetében

veseszdvetben mely 12,34 ng/kg lett.
Stabilitds a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 17.
tablazatban szerepld eredmények, azt mutatjak, hogy a mintdk szobahdmérsékleten nem
bizonyultak stabilnak. A kontroll mintak koncentricidja és a 4 Oran at szobahdmérsékleten
hagyott veseszovet mintak koncentracioja kozotti kiilonbség jelentdsen nagyobbnak bizonyult

mint 15%.

17. tablazat Short-term stabilitds veseszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahdn toltott Eltéré
L ere P L ere érés
konc. koncentracioja mintak koncentracidoja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) )
16,59 16,22
+18,0 21,17 17,03
19,59 15,09
Atlag 19,12 16,11 1571
Szorés 2,33 0,97
RSD (%) 12,17 6,05
103,82 29,50
+100 110,36 28,92
114,00 28,85
Atlag 109,39 29,09 7341
Szorés 5,16 0,36
RSD (%) 4,72 1,23
738,27 33,43
+800 785,41 31,83
763,16 34,82
Atlag 762,28 33,36 93,62
Szorés 23,58 1,50
RSD (%) 3,09 4,49
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A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 18. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy egyik minta sem bizonyult stabilnak a haromszor
lefagyasztott és kiengedett veseszovet mintak esetében, mert jelentésen nagyobb mennyiség

elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

18. tablazat Freeze-thaw stabilitas veseszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

1o . . . 3X lefagyasztott majd
Elmeleti Friss mintak mért kienggeﬁett mintik Eltérés
konc. koncentracidja Y o/ .
(ng/ke) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
19,74 5,40
+18,0 18,65 5,28
17,56 4,91
Atlag 18,65 5,20 72,14
Szoéras 1,09 0,26
RSD (%) 5,84 4,91
97,02 29,11
+100 90,99 29,90
88,84 30,17
Atlag 92,28 29,73 67,79
Szo6ras 4,24 0,55
RSD (%) 4,60 1,85
823,02 180,42
+800 766,37 184,27
728,35 183,46
Atlag 772,58 182,72 776,35
Szobras 47,64 2,03
RSD (%) 6,17 1,11
Robusztussag

crer

valtoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlasi sebesség valoztatdsa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben veseszovet esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott
valtoztatasok esetenként modositottak a vegyiilet retencids idejét is, emiatt az eredeti
korilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett volna haszndlhato. A helyzet
megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk

meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
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19. tabldazat Robusztussag veseszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg

93.087 104.896 39.697 93.455

Tertilet 89.953 111.361 41.382 105.609

88.497 94.466 40.790 97.536

Atlag teriilet 90.512 103.574 40.623 98.867
Szobras 2.346 8.525 855 6.185
RSD% 2,59 8,23 2,10 6,26
A% 14,43 -55,12 -9,23

Zsirszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracio szintli mintabol, naponta.

Az Osszes zsirszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitds és pontossag értékét

minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2. tdblazat

tartalmazza.

20. tablazat Within-run pontossag és precizitds zsirszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti Atlag, . Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 2,13
+2,0 2,35 17,83 11,62
+2,0 2,59
+6,0 6,30
+6,0 6,91 9,54 8,83
+6,0 6,51
+18,0 19,02
1. +18,0 16,95 -5,94 11,72
+18,0 14,83
+100,0 110,90
+100,0 108,06 8,11 3,35
+100,0 105,37
+800,0 861,31
+800,0 821,35 4,81 3,86
+800,0 832,29
+2,0 2,27
) +2,0 2,04 8,94 11,58
+2,0 2,22
+6,0 5,93 3,22 8,79
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Elméleti Atlag Pontossig (%) | Precizitis (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+6,0 6,25
+6,0 6,40
+18,0 15,69
+18,0 14,06 -18,01 7,87
+18,0 14,53
+100,0 94,47
+100,0 99,29 -4,77 4,20
+100,0 91,93
+800,0 754,62
+800,0 719,05 -9,00 3,11
+800,0 710,41
+2,0 2,11
+2,0 2,29 1,83 17,94
+2,0 1,72
+6,0 5,53
+6,0 7,20 5,81 14,51
+6,0 6,31
+18,0 13,82
3 +18,0 15,26 -23,30 11,98
+18,0 12,34
+100,0 105,90
+100,0 95,03 -0,50 5,24
+100,0 97,56
+800,0 823,12
+800,0 827,54 2,31 6,98
+800,0 804,88

A Dbetween-run precizitas ¢€s
megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii
mintabol, naponta. Az Osszes zsirszovet minta elemzését 3 kiilonbozé napon végeztiik. A

precizitds €s pontossag értékét minden koncentracido szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

21. tablazat. Between run precizitas és pontossdg zsirszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run

+2 9,54 14,55

+6 6,19 10,89

+18 -15,75 13,58

+100 0,95 6,30

+800 -0,62 7,84
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A kritériumok mind a within run és a between run esetében is teljesiiltek a zsirszovet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitasa mely az amoxicillin esetében zsirszovetben a LOD
értéke 2,05 ng/kg.

A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét amoxicillin esetében
zsirszovetben mely 4,62 ng/kg lett.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 22.
tablazatban szerepld eredmények, azt mutatjak, hogy a mintdk szobahdmérsékleten nem
bizonyultak stabilnak. A kontroll mintak koncentricidja és a 4 Oran at szobahdmérsékleten
hagyott zsirszovet mintdk koncentracidja kozotti kiillonbség jelentdsen nagyobbnak bizonyult

mint 15%.

22. tabldzat Short-term stabilitds zsirszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahdn toltott Eltéré
L ere P L ere érés
konc. koncentracioja mintak koncentracidoja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) '
17,41 8,43
+18,0 17,29 8,56
16,59 9,22
Atlag 17,10 8,74 48,90
Szorés 0,44 0,42
RSD (%) 2,59 4,85
115,11 10,36
+100 111,45 9,30
110,92 10,76
Atlag 112,49 10,14 -90,99
Szo6ras 2,28 0,75
RSD (%) 2,03 7,44
823,58 453,25
+800 845,60 454,46
819,76 463,36
Atlag 829.65 457,02 44,91
Szorés 13,95 5,52
RSD (%) 1,68 1,21

77



A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az23. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy egyik minta sem bizonyult stabilnak a haromszor
lefagyasztott és kiengedett zsirszovet mintak esetében, mert jelentdsen nagyobb mennyiség

elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

23. tablazat Freeze-thaw stabilitds zsirszovet esetében, amoxicillin vegyiilettel

1o . . . 3X lefagyasztott majd
Elmeleti Friss mintak mért kienggeﬁett mintik Eltérés
konc. koncentracidja Y o/ .
(ng/ke) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
18,97 13,10
+18,0 19,24 14,94
15,88 13,58
Atlag 18,03 13,87 -23,05
Szoéras 1,87 0,95
RSD (%) 10,35 6,88
103,52 22,74
+100 105,02 22,99
105,41 21,58
Atlag 104,65 22,44 78,56
Szo6ras 1,00 0,75
RSD (%) 0,95 3,35
767,26 466,61
+800 764,04 453,16
767,29 470,44
Atlag 766,20 463,40 39,52
Szobras 1,87 9,08
RSD (%) 0,24 1,96
Robusztussag

crer

valtoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlasi sebesség valoztatdsa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben zsirszovet esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott
valtoztatasok esetenként modositottak a vegyiilet retencids idejét is, emiatt az eredeti
korilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett volna haszndlhato. A helyzet
megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk

meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
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24. tablazat Robusztussag zsirszévet esetében, amoxicillin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg

91.152 78.929 62.040 89.940

Tertilet 98.323 83.601 59.863 88.722

94.438 79.481 61.811 90.335

Atlag teriilet 94.638 80.670 61.238 89.666
Szobras 3.590 2.553 1.196 841
RSD% 3,79 3,16 1,95 0,94

A% -14,76 -35,29 -5,25

I1. Fiiggelék — Részletes validalasi paraméterek

Ciprofloxacin

Izomszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitas €és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracio szintli mintabol, naponta.

Az 0Osszes izomszovet minta elemzését azonos napon végeztilk. A precizitds és pontossag

értékét minden koncentracio szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

25. tablazat. Within run precizitas és pontossag izomszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti Atlag, . Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 1,66
+2,0 1,76
2.0 1.73 -14,06 5,55
+6,0 5,63
+6,0 7,42
6.0 7.29 12,98 13,35
+18,0 18,83
1. +18,0 18,78
+18,0 21,34 2,16 7,38
+100,0 96,79
+100,0 100,15
+100,0 116,90 461 2,08
+800,0 852,81
+800,0 845,87
+800,0 822,61 205 2,49
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Atlag

Elméleti Yy e, Pontossag (%) Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2.,0 1,89
+2.,0 1,81
2.0 88 -6,94 2,91
+6,0 6,06
+6,0 7,10
6.0 213 -3,93 22,77
+18,0 16,65
2 +18.0 17,84
+18,0 16,93 477 3,87
+100,0 86,60
+100,0 94,15
+100,0 97,18 735 5,58
+800,0 742,22
+800,0 745,62
+800,0 779,45 =333 6,89
+2.,0 1,92
+2,0 1,62
2.0 67 13,22 10,50
+6,0 5,97
+6,0 7,38
6.0 6.50 10,26 9,65
+18,0 18,74
3 +18,0 19,97
118.0 18.40 377 4,78
+100,0 98,38
+100,0 91,87
+100,0 90,47 -6,26 4,50
+800,0 739,13
+800,0 700,28
+800,0 750,17 -8,77 3,86

A between-run precizitds ¢€s

pontossag vizsgalatdit a 3.5 alfejezetben részletezett

megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii

mintabol, naponta. Az dsszes izomszovet minta elemzését 3 kiilonbozd napon végeztiik. A

precizitas és pontossag értékét minden koncentracié szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.
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26. tablazat. Between run precizitas és pontossdg izomszovet esetében, ciprofloxacin

vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run

+2 -11,41 7,59

+6 6,44 16,52

+18 3,39 8,00

+100 -3,00 8,73

+800 -3,08 7,66

A kritériumok mind a within run €s a between run esetében is teljesiiltek az izomszdvet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitasa mely a ciprofloxacin esetében izomszdvetben a

LOD értéke 2,87 ng/kg.
A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét ciprofloxacin esetében

izomszovetben mely 8,88 png/kg lett.
Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 27.
tablazatban szereplé eredmények, azt mutatjak, hogy a mintdk szobahdmérsékleten nem
bizonyultak stabilnak. A kontroll mintak koncentracidja és a 4 oran at szobahdmérsékleten
hagyott izomszdvet mintak koncentracidja kozotti kiilonbség jelentésen nagyobbnak bizonyult

mint 15%.

27. tablazat Short-term stabilitas izomszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahon toltott .,
r ers . L. C ers Eltérés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
0.
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
13,30 2,54
+18,0 18,38 1,99
19,57 2,32
Atlag 17,08 2,28 86,63
Szoras 3,33 0,28
RSD (%) 19,49 12,12
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Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahdn toltott Eltéré
L ez . L ere érés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) )
100,10 18,18
+100 99,69 17,92
98,12 16,49
Atlag 99,30 17,53 82,35
Szoras 1,05 0,91
RSD (%) 1,05 5,19
765,34 318,84
+800 769,89 302,96
780,32 305,96
Atlag 771,85 309,25 -59,93
Szobras 7,68 8,44
RSD (%) 1,00 2,73

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk
Az 28. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy a 18 pg/kg-os minta stabilnak bizonyult a
haromszor lefagyasztott és kiengedett mintdk esetében, azonban a masik két nagyobb

koncentraciot tartalmaz6 minta, nem mondhatd stabilnak ebben a kisérletben, mert jelentésen

nagyobb mennyiség elbomlott mint ami még toleralhato6 lenne.

28. tablazat Freeze-thaw stabilitds izomszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért X l efagyasztot.t n}a]d -
konc. koncentracioja kiengedett m 1nt ak Eltoe res
(ng/kg) (ng/ke) koncentracioja A%:
(ng/kg)
16,76 15,11
+18,0 17,45 15,00
18,02 15,82
Atlag 17,41 15,31 -12,06
Szoéras 0,63 0,45
RSD (%) 3,62 2,91
109,90 42,12
+100 107,08 42,48
110,75 42,98
Atlag 109,24 42,53 61,07
Szoras 1,92 0,43
RSD (%) 1,76 1,02
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valtoztatva jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlési sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben. A robusztussdg tesztelése sordn végrehajtott valtoztatdsok
esetenként modositottdk a vegyiilet retencids idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott
felvett kalibraciés egyenes nem lett volna hasznalhatd. A helyzet megolddsa érdekében a

csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhato-

e az eredmény, vagy sem.

crer

Elméleti Friss mintak mért 3X l efagyasztot.t n}aJd -
L egs kiengedett mintak Eltérés
konc. koncentracioja (e o
(ng/kg) (ng/ke) koncentracioja A%:
(ng/kg)
798,44 257,76
+800 841,09 249,26
805,77 262,31
Atlag 815,10 256,44 68,54
Szorés 22,80 6,62
RSD (%) 2,80 2,58
Robusztussag

29. tablazat Robusztussag izomszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg
1.281.784 1.312.896 892.427 1.327.171
Tertilet 1.281.049 1.446.414 979.147 1.353.824
1.284.871 1.465.439 987.494 1.331.484
Atlag teriilet 1.282.568 1.408.250 953.023 1.337.493
Szobras 2.028 83.125 52.643 14.307
RSD% 0,16 5,90 5,25 1,07
A% 9,80 -25,69 4,28
Majszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintli mintabol, naponta.
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Az Osszes majszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitas és pontossag értékét

minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2. tdblazat

tartalmazza.

30. tablazat. Within run precizitas és pontossag mdjszovet esetében, ciptofloxacin vegyiilettel

Elméleti Atlag = Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracié (ug/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 1,96
+2,0 1,92 -1,06 4,94
+2,0 2,05
+6,0 5,70
+6,0 6,32 -0,13 5,26
+6,0 5,96
+18.,0 17,27
1. +18,0 18,52 -2,78 4,89
+18.0 16,71
+100,0 96,46
+100,0 105,79 2,38 4,64
+100,0 104,90
+800,0 824,31
+800,0 872,72 5,86 3,16
+800,0 843,71
+2,0 2,17
+2,0 2,10 11,22 7,14
+2,0 2,40
+6,0 5,60
+6,0 6,14 -1,20 10,15
+6,0 6,05
+18.0 19,42
2 +18,0 16,18 -9,79 1,88
+18.0 17,35
+100,0 109,21
+100,0 96,64 2,91 5,56
+100,0 102,89
+800,0 809,56
+800,0 812,61 4,22 4,35
+800,0 879,21
+2,0 2,13
+2,0 2,55 10,17 12,98
+2,0 1,93
+6,0 5,97
3 +6,0 5,88 -4,59 6,06
+6,0 5,32
+18,0 16,15
+18,0 16,15 -9,79 1,88
+18,0 16,42
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Elméleti Atlag Pontossig (%) | Precizitis (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) KO?:;;:SCIO Within run Within run
+100,0 107,34
+100,0 106,31 9,13 3,51
+100,0 113,73
+800,0 844,94
+800,0 783,11 4,30 5,35
+800,0 875,09

A between-run precizitas ¢és

pontossag vizsgalatdit a 3.5 alfejezetben részletezett

megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintl
mintabol, naponta. Az Gsszes majszovet minta elemzését 3 kiilonbdzé napon végeztik. A

precizitas és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

31. tabldzat. Between run precizitas és pontossdg mdjszovet esetében, ciprofloxacin

vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run

+2 6,78 10,33

+6 -1,98 7,46

+18 -4,84 7,71

+100 4,81 5,34

+800 4,80 4,26

A kritériumok mind a within run és a between run esetében is teljesiiltek az majszévet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszdmitdsa mely a ciprofloxacin esetében majszovetben a

LOD értéke 1,87 pg/kg.
A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét ciprofloxacin esetében

majszdvetben mely 3,97 pg/kg lett.

Stabilitas a matrixban
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Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 32.
tablazatban szereplé eredmények, azt mutatjak, hogy a mintak koziil a +18 pg/kg és a +100
ug/kg-os minta mely 4 oran at szobahdmérsékleten volt hagyva, illetve a kontroll mintak
koncentracioja kozotti kiilonbség viszont jelentdsen nagyobbnak bizonyult mint 15%. Tehat ez

utobbi esetében nem megallapithato a stabilités.

32. tablazat Short-term stabilitas majszévet mintdk esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahon toltott Eltéré
(e . s L ere érés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) i
19,77 17,59
+18,0 18,65 17,40
18,99 16,93
Atlag 19,14 17,31 9,56
Szorés 0,57 0,34
RSD (%) 3,00 1,96
110,66 93,12
+100 106,53 94,12
109,64 96,14
Atlag 108,94 94,46 -13,29
Szo6ras 2,15 1,54
RSD (%) 1,97 1,63
812,92 429,81
+800 824,71 439,33
783,16 438,24
Atlag 806,93 435,79 45,99
Szobras 21,41 5,21
RSD (%) 2,65 1,20

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkdzelitéssel vizsgaltuk
Az 33. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy a 100 pg/kg-os és a 800 pg/kg-os minta stabilnak
bizonyult a haromszor lefagyasztott és kiengedett mintak esetében. Viszont a 18 pug/kg-os minta
a kontroll mintdhoz hasonlitva, tobb mint 15%-os eltérést mutat, igy ezt nem lehet stabilnak

nevezni.
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33. tablazat Freeze-thaw stabilitas majszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

1 . . . 3X lefagyasztott majd
Elmeleti Friss mlnta’k.lrl?ert kieng%ﬁett mintzikJ Eltérés
konc. koncentracidja £ acs o/ .
(ng/ke) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
19,48 15,72
+18,0 20,77 15,77
17,54 15,09
Atlag 19,26 15,53 19,40
Szoras 1,63 0,38
RSD (%) 8,44 2,44
105,87 102,72
+100 104,54 101,30
’ 105,62 107,03 158
Atlag 105,34 103,68 ’
Szobras 0,71 2,98
RSD (%) 0,67 2,88
789,60 921,59
+800 908,62 899,51
’ 1000,73 935,60 514
Atlag 899,65 918,90 ’
Szoéras 105,85 18,19
RSD (%) 11,77 1,98
Robusztussag

crer

véltoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. dramlési sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on belill maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben. A robusztussdg tesztelése soran végrehajtott valtoztatdsok
esetenként modositottdk a vegylilet retencios idejét is, emiatt az eredeti kortilmények kozott
felvett kalibracidés egyenes nem lett volna hasznalhatd. A helyzet megolddsa érdekében a
csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, €s ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhato-

e az eredmény, vagy sem.
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34. tablazat Robusztussag majszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg
1.368.769 1.135.735 1.049.862 1.390.831
Tertilet 1.331.765 1.121.157 1.049.270 1.264.038
1.283.185 1.149.268 1.037.635 1.290.101
Atlag teriilet 1.327.906 1.135.387 1.045.589 1.314.990
Szobras 42922 14.059 6.895 66.961
RSD% 3,23 1,24 0,66 5,09
A% -14,50 -21,26 -0,97
Veseszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintli mintabol, naponta.

Az Osszes veseszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitas és pontossag

értekét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

35. tabldzat. Within run precizitas és pontossag veseszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti Atlag | pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 1,95
+2,0 1,67 -7,61 8,00
+2,0 1,93
+6,0 7,06
+6,0 6,66 13,43 3,39
+6,0 6,70
+18,0 17,69
1. +18,0 15,11 -11,54 8,88
+18,0 14,96
+100,0 100,05
+100,0 97,37 -0,48 2,31
+100,0 101,14
+800,0 789,53
+800,0 664,56 -8,39 7,70
+800,0 744,50
+2,0 1,94
2 +2,0 1,97 -0,94 597
+2,0 2,03
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Elméleti Atlag Pontossig (%) | Precizitis (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+6,0 6,05
+6,0 5,65 4,78 11,69
+6,0 7,16
+18,0 15,54
+18,0 15,90 -8,74 6,88
+18,0 17,85
+100,0 91,95
+100,0 76,78 -12,81 9,79
+100,0 92,85
+800,0 741,12
+800,0 747,93 -0,98 9,32
+800,0 887,54
+2,0 1,92
+2,0 1,62 -12,72 9,71
+2,0 1,70
+6,0 6,23
+6,0 6,99 5,46 8,88
+6,0 5,77
+18,0 19,62
3 +18.0 16,22 6,20 12,36
+18,0 21,50
+100,0 104,77
+100,0 107,12 8,11 4,17
+100,0 112,43
+800,0 819,80
+800,0 798,74 0,95 3,25
+800,0 804,39

A between-run precizitads ¢€s

pontossag vizsgalatdit a 3.5 alfejezetben részletezett

megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii

mintabol, naponta. Az Osszes veseszovet minta elemzését 3 kiilonb6z6 napon végeztiik. A

precizitds €s pontossag értékét minden koncentracido szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

36. tablazat. Between run precizitds és pontossdg veseszovet esetében, ciprofloxacin

vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run

+2 7,09 9,25

+6 7,89 8,97

+18 -4,69 12,72

+100 -1,73 10,52

+800 -2,80 8,08
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A kritériumok mind a within run és a between run esetében is teljesiiltek a veseszovet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitasa, mely a ciprofloxacin esetében, veseszdvetben a
LOD értéke 2,21 pg/kg.

A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét ciprofloxacin esetében
veseszdvetben mely 4,52 pug/kg lett.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 37.
tablazatban szereplé eredmények, azt mutatjak, hogy a 18 ug/kg-os minta szobahémérsékleten
stabilnak bizonyult. A kontroll mintak koncentracioja és a 4 6ran at szobahdmérsékleten hagyott
100 pg/kg-os és 800 png/kg-os veseszovet mintdk koncentracidja kozotti kiillonbség viszont

jelentésen nagyobbnak bizonyult mint 15%, igy ezeket nem lehetett stabilnak megallapitani.

37. tablazat Short-term stabilitas veseszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahon toltott Eltéré
L s . s L s €rés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) )
17,09 19,37
+18.,0 21,90 19,81
’ 20,86 19,72 1,59
Atlag 19,95 19,63 ’
Szobras 2,53 0,23
RSD (%) 12,69 1,18
94,72 61,68
+100 100,67 61,79
98,20 61,73
Atlag 97,86 61,73 -36,92
Szoras 2,99 0,06
RSD (%) 3,05 0,09
829,52 177,95
+800 803,49 172,88
830,41 181,82
Atlag 821,14 177,55 78,38
Szoras 15,29 448
RSD (%) 1,86 2,53
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A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk A
38. tablazat eredményei azt mutatjadk, hogy minden minta stabilnak bizonyult a haromszor

lefagyasztott és kiengedett mintak esetében.

38. tablazat Freeze-thaw stabilitds veseszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

N . . s . 3X lefagyasztott majd
Elméleti Friss mlnta’k.lrl?ert kieng%ﬁett mintz’lkJ Eltérés
konc. koncentracidja £ acs o/ .
(ng/ke) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
17,61 15,06
+18,0 16,67 15,05
16,94 14,81
Atlag 17,07 14,97 -12,30
Szorés 0,48 0,14
RSD (%) 2,83 0,95
97,65 77,95
+100 104,44 85,67
95,72 93,71
Atlag 99,27 85,78 -13,59
Szorés 4,58 7,88
RSD (%) 4,61 9,19
805,68 701,13
+800 775,96 727,72
802,60 711,60
Atlag 794,75 713,48 -10,23
Szorés 16,34 13,39
RSD (%) 2,06 1,88
Robusztussag

crer

véltoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. dramlési sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on belill maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok
esetenként modositottdk a vegylilet retencios idejét is, emiatt az eredeti kortilmények kozott
felvett kalibracios egyenes nem lett volna haszndlhatd. A helyzet megoldasa érdekében a
csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, €s ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhato-

e az eredmény, vagy sem.
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39. tablazat Robusztussag veseszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg
1.162.423 1.110.432 466.185 1.184.341
Tertilet 1.165.862 1.111.848 456.328 1.283.531
1.216.606 1.058.088 457.078 1.248.283
Atlag teriilet 1.181.630 1.093.456 459.864 1.238.718
Szobras 30.339 30.638 5.487 50.282
RSD% 2,57 2,80 1,19 4,06
A% -7,46 -61,08 4,83
Zsirszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitds és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintli mintabdl, naponta.

Az Osszes zsirszOvet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitds és pontossag

értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

40. tabldzat. Within run precizitas és pontossag zsirszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti Atlag, . Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 2,16
+2,0 2,30 13,28 5,61
+2,0 2,34
+6,0 7,24
+6,0 5,92 7,83 9,49
+6,0 6,25
+18,0 17,91
1. +18,0 19,78 4,29 4,61
+18,0 18,62
+100,0 95,43
+100,0 106,98 2,70 5,40
+100,0 105,67
+800,0 795,01
+800,0 850,51 2,29 3,27
+800,0 809,51
+2,0 2,07
5 +2,0 2,00 1,94 3,44
+2,0 2,05
+6,0 6,32 10,59 5,08
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Elméleti Atlag Pontossig (%) | Precizitis (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+6,0 6,99
+6,0 6,60
+18,0 20,00
+18,0 19,24 5,50 5,68
+18,0 17,72
+100,0 115,47
+100,0 107,20 5,81 8,56
+100,0 94,75
+800,0 865,63
+800,0 846,77 4,58 3,79
+800,0 797,50
+2,0 1,73
+2,0 1,99 -6,11 8,54
+2,0 1,91
+6,0 5,83
+6,0 7,24 4,29 4,61
+6,0 6,43
+18,0 18,50
3 +18,0 17,34 3,35 6,34
+18,0 19,97
+100,0 106,53
+100,0 105,83 9,99 5,38
+100,0 117,60
+800,0 738,53
+800,0 768,65 -6,30 3,03
+800,0 741,68

A Dbetween-run precizitas ¢€s

pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett

megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii

mintabol, naponta. Az Osszes zsirszovet minta elemzését 3 kiilonbozé napon végeztiik. A

precizitas és pontossag értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

41. tablazat. Between run precizitas és pontossdg zsirszovet esetében, ciprofloxacin

vegyiilettel
Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run
+2 3,04 9,79
+6 8,91 8,04
+18 4,38 5,43
+100 6,16 6,97
+800 0,19 5,78
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A kritériumok mind a within run és a between run esetében is teljesiiltek a zsirszovet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitasa mely az amoxicillin esetében zsirszovetben a LOD
értéke 1,50 ng/kg.

A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét ciprofloxacin esetében
zsirszovetben mely 6,34 ng/kg lett.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 42.
tablazatban szerepld eredmények, azt mutatjak, hogy a mintak koziil szobahdmérsékleten cask
a 18 pg/kg-os mintdk bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 oran at
kozotti kiillonbség jelentésen nagyobbnak bizonyult mint 15%, igy ezeket nem lehetett stabilnak

nevezni.

42. tablazat Short-term stabilitds zsirszévet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahén toltott Eltéré
(e e s (e érés
konc. koncentracioja mintak koncentracidoja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) '
17,23 16,63
+18,0 17,86 16,97
18,01 16,95
Atlag 17,70 16,85 4,80
Szoéras 0,41 0,19
RSD (%) 2,34 1,13
108,94 22,64
+100 110,03 21,96
109,87 21,58
Atlag 109,61 22,06 7987
Szobras 0,59 0,54
RSD (%) 0,54 2,43
796,54 312,14
+800 775,94 312,37
781,57 311,30
Atlag 784,68 311,94 60,25
Szoras 10,65 0,56
RSD (%) 1,36 0,18
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A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk A
43. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy a 800 pg/kg-os minta bizonyult stabilnak a
haromszor lefagyasztott és kiengedett mintak esetében, a masik két alacsonyabb koncentraciot
tartalmazo minta esetében nem tapasztaltunk megfeleld stabilitast, mert jelentdsen nagyobb

mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

43. tablazat Freeze-thaw stabilitas zsirszovet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

N . . . 3X lefagyasztott majd
Elmcleti Friss mintak mért Kiengedett mintik Eltérés
konc. koncentracioja (e o/ .
(ng/ke) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
17,86 12,77
+18,0 17,29 12,62
17,70 12,69
Atlag 17,62 12,69 27,95
Szobras 0,29 0,08
RSD (%) 1,67 0,59
103,35 71,93
+100 104,16 73,74
98,08 73,71
Atlag 101,86 73,13 -28,21
Szorés 3,30 1,04
RSD (%) 3,24 1,42
796,74 757,97
+800 755,25 797,96
’ 761,61 782,12 1.06
Atlag 771,20 779,35 ’
Szérés 22,35 20,14
RSD (%) 2,90 2,58
Robusztussag

crer

valtoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlasi sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben. A robusztussdg tesztelése soran végrehajtott valtoztatasok
esetenként modositottdk a vegyiilet retencios idejét is, emiatt az eredeti koriilmények kozott
felvett kalibraciés egyenes nem lett volna hasznalhatd. A helyzet megolddsa érdekében a
csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk meg, hogy elfogadhato-

e az eredmény, vagy sem.
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44. tablazat Robusztussag zsirszévet esetében, ciprofloxacin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas

(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg

1.241.830 1.119.600 651.005 1.070.045

Tertilet 1.247.225 1.084.601 628.869 1.113.496

1.247.230 1.096.886 621.736 1.058.828

Atlag teriilet 1.245.428 1.100.362 633.870 1.080.790
Szobras 3.116 17.757 15.262 28.874

RSD% 0,25 1,61 2,41 2,67

A% -11,65 -49,10 -13,22

I1I. Fiiggelék — Részletes validalasi paraméterek

Enrofloxacin

Izomszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitds és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintli mintabdl, naponta.

Az Osszes izomszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitds €és pontossag

értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

45. tablazat Within-run pontossag és precizitas izomszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Atlag, . Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 1,81
+2,0 1,90 2,78 17,07
+2,0 2,45
+6,0 6,21
+6,0 7,07 12,61 7,60
+6,0 6,99
+18,0 17,70
1. +18,0 15,85 -4,73 6,42
+18,0 17,89
+100,0 102,10
+100,0 98,30 -2,62 5,85
+100,0 91,75
+800,0 691,84
+800,0 821,56 -4,39 8,08
+800,0 781,16
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Atlag

Elméleti L .. Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 2,06
+2,0 2,61 18,00 14,98
+2,0 2,41
+6,0 7,16
+6,0 6,27 18,69 10,38
+6,0 7,93
+18,0 17,05
2 +18,0 16,59 -6,86 4,71
+18,0 16,66
+100,0 100,64
+100,0 93,13 -3,36 4,94
+100,0 96,14
+800,0 728,17
+800,0 754,90 -8,17 5,12
+800,0 720,97
+2,0 2,39
+2,0 2,58 19,17 16,79
+2,0 2,19
+6,0 6,42
+6,0 5,54 -1,93 9,27
+6,0 5,69
+18,0 17,70
3 +18,0 16,44 -8,85 9,13
+18,0 15,09
+100,0 85,30
+100,0 85,10 -13,84 4,58
+100,0 88,09
+800,0 787,03
+800,0 740,06 -9,00 8,91
+800,0 656,97

A between-run precizitas

és

pontossag vizsgalatdit a 3.5 alfejezetben részletezett

megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii

mintabol, naponta. Az dsszes izomszovet minta elemzését 3 kiilonbozd napon végeztiik. A

precizitas és pontossag értékét minden koncentracié szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.
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46. tablazat. Between run precizitas és pontossdg izomszovet esetében, enrofloxacin

vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run

+2 13,31 17,02

+6 9,79 11,96

+18 -6,81 6,93

+100 -6,60 7,50

+800 -7,19 7,58

A kritériumok mind a within run €s a between run esetében is teljesiiltek az izomszévet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitasa mely az enrofloxacin esetében izomszdvetben a

LOD értéke 1,68 ng/kg.
A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét az enrofloxacin esetében

izomszovetben mely 4,71 pg/kg lett.
Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 48.
tablazatban szereplé eredmények, azt mutatjak, hogy a mintdk szobahdmérsékleten nem
bizonyultak stabilnak. A kontroll mintak koncentracidja és a 4 oran at szobahdmérsékleten
hagyott izomszdvet mintak koncentracidja kozotti kiilonbség jelentésen nagyobbnak bizonyult

mint 15%.

47. tablazat Short-term stabilitas izomszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahon toltott .,
r ers . L. C ers Eltérés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
0.
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
18,11 7,19
+18,0 19,33 4,54
16,22 6,68
Atlag 17,89 6,14 65,69
Szoras 1,57 1.41
RSD (%) 8,76 2291
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Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahdn toltott Eltéré
L ez . L ere érés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) )
109,28 8,01
+100 106,64 8,69
108,07 9,40
Atlag 108,00 8,70 21,94
Szoras 1,32 0,70
RSD (%) 1,22 7,99
793,74 352,63
+800 822,27 360,43
805,02 357,64
Atlag 807,01 356,90 -33,78
Szorés 14,37 3,95
RSD (%) 1,78 1,11

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk
Az 48. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy a 18 pg/kg-os minta bizonyult stabilnak a

haromszor lefagyasztott és kiengedett izomszdvet mintdk esetében. mig a masik két nagyobb

crer

mennyiség elbomlott mint ami még toleralhato lenne.

48. tablazat Freeze-thaw stabilitds izomszévet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

T . . , 3X lefagyasztott majd
Elmcleti Friss mintak mert kienggez,lett mintik Eltérés
konc. koncentracidja £ s rs o/ .
(ng/ke) (ng/ke) koncentracioja A%:
(ng/kg)
18,81 18,27
+18,0 17,78 18,50
19,26 17,46
Atlag 18,62 18,08 2,90
Szo6ras 0,76 0,55
RSD (%) 4,08 3,02
102,31 25,74
+100 102,67 24,87
111,65 26,83
Atlag 105,54 25,81 75,54
Szoras 5,29 0,98
RSD (%) 5,01 3,80
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P . .. . 3X lefagyasztott majd
Elmeleti Friss mmta'k.lrl%ert kiengedett mintak Eltérés
konc. koncentracioja ( egs o
(ng/kg) (ng/kg) koncentracioja A%:
(ng/kg)
802,90 221,42
+800 811,92 226,49
782,32 260,04
Atlag 799,05 235,98 70,47
Széras 15,17 20,99
RSD (%) 1,90 8,89
Robusztussag

crer

valtoztatva jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlasi sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben izomszovet esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott
valtoztatasok esetenként modositottdk a vegylilet retencios idejét is, emiatt az eredeti
koriilmények kozott felvett kalibracidos egyenes nem lett volna hasznalhato. A helyzet
megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk

meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.

49. tablazat Robusztussag izomszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 pg/kg
792.454 721.744 566.471 737.446
Teriilet 815.256 833.460 592.227 730.266
852.774 800.991 637.811 733.379
Atlag teriilet 820.161 785.398 598.836 733.697
Szoras 30.458 57.467 36.126 3.601
RSD% 3,71 7,32 6,03 0,49
A% -4,24 -26,99 -10,54
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Majszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintli mintabol, naponta.

Az 0sszes majszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitas €s pontossag

értékét minden koncentracio szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

50. tablazat Within-run pontossag és precizitas majszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Atlag’ . Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 1,74
+2,0 1,79 -10,39 6,86
+2,0 1,85
+6,0 5,16
+6,0 5,94 -13,17 13,64
+6,0 4,54
+18,0 16,70
1. +18,0 17,91 -6,13 8,27
+18,0 16,08
+100,0 89,41
+100,0 87,92 -9,11 6,70
+100,0 95,34
+800,0 708,33
+800,0 713,10 -11,94 7,14
+800,0 692,09
+2,0 1,91
+2,0 1,95 -3,56 8,27
+2,0 1,92
+6,0 5,67
+6,0 5,58 -9,07 12,11
+6,0 5,12
+18,0 18,18
2 +18,0 18,49 2,67 7,30
+18,0 18,77
+100,0 98,12
+100,0 94,07 -4,05 7,91
+100,0 95,66
+800,0 781,46
+800,0 766,65 -5,99 7,03
+800,0 708,22
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Nap Elméleti Atlag Pontossag (%) | Precizitas (%)
Koncentracié (ug/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 1,77
+2,0 1,80 -10,61 5,19
+2,0 1,79
+6,0 5,23
+6,0 5,11 -12,67 8,28
+6,0 5,39
+18,0 14,29
3 +18,0 15,35 -12,80 13,41
+18,0 17,45
+100,0 95,28
+100,0 85,70 -9,69 7,66
+100,0 89,94
+800,0 779,48
+800,0 664,58 -7,37 8,88
+800,0 779,09

A Dbetween-run precizitds ¢€s pontossdg vizsgalatdit a 3.5 alfejezetben részletezett
megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii
mintabol, naponta. Az Gsszes majszovet minta elemzését 3 kiilonbozé napon végeztik. A
precizitas és pontossag értékét minden koncentracié szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

51. tablazat. Between run precizitds és pontossag mdjszévet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run
+2 -8,19 7,62
+6 -11,64 11,31
+18 -5,42 11,56
+100 -7,62 7,69
+800 -8,43 7,96

A kritériumok mind a within run és a between run esetében is teljesiiltek a méjszovet mintak

esetében.

A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszdmitasa mely az enrofloxacin esetében mdjszovetben a

LOD értéke 1,36 pg/kg.
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A mérési hatar (LOQ)
A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét az enrofloxacin esetében
majszdvetben mely 4,36 pg/kg lett.

Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 52.

tablazatban szereplé eredmények, azt mutatjak, hogy a 18 pg/kg-os mintak szobahdmérsékleten

c ey

crer

kiilonbség jelentdsen nagyobbnak bizonyult mint 15%, vagyis azok a mintdk nem nevezhetdek

stabilnak.

52. tablazat Short-term stabilitds majszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 o6rat szobahdn toltott Eltéré
(e . L ere érés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) o
18,69 16,39
+18,0 17,93 15,97
19,07 15,62
Atlag 18,56 15,99 13,84
Szérés 0,58 0,39
RSD (%) 3,13 2,41
99,87 84,44
+100 100,72 81,64
99,98 83,04
Atlag 100,19 83,04 17,12
Szorés 0,46 1,40
RSD (%) 0,46 1,69
772,81 337,12
+800 740,93 375,27
766,74 366,00
Atlag 760,16 359,46 -52,71
Szérés 16,93 19,90
RSD (%) 2,23 5,54

A freeze-thaw stabilitds vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk.
Az 53. tablazat eredményei azt mutatjdk, hogy egyik minta sem bizonyult stabilnak, a
haromszor lefagyasztott és kiengedett méjszovet mintak esetében, mert jelentésen nagyobb

mennyiség elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

103



53. tablazat Freeze-thaw stabilitas majszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

1 . . . 3X lefagyasztott majd
Elmeleti Friss mlnta’k.lrl?ert kieng?d’ett mintzikJ Eltérés
konc. koncentracidja £ acs o/ .
(ng/ke) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
17,24 11,73
+18,0 19,19 11,54
20,01 11,17
Atlag 18,81 11,48 -38,98
Szorés 1,42 0,28
RSD (%) 7,56 2,48
107,43 86,89
+100 107,61 88,17
105,03 87,26
Atlag 106,69 87,44 -18,04
Szobras 1,44 0,66
RSD (%) 1,35 0,75
798,46 558,60
+800 814,56 491,78
829,91 500,97
Atlag 814,30 517,12 -36,50
Szoéras 15,74 36,22
RSD (%) 1,93 7,00
Robusztussag

crer

véltoztatva jelentdsen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. dramlési sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on belill maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben majszovet esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott
véltoztatasok esetenként modositottdk a vegylilet retencidos idejét is, emiatt az eredeti
koriilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett volna hasznalhatd. A helyzet
megoldasa érdekében a csucstertiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk

meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.
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54. tablazat Robusztussag majszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg
820.865 687.346 1.043.897 692.321
Tertilet 800.671 684.563 1.093.616 700.471
751.596 708.406 1.131.651 708.149
Atlag teriilet 791.044 693.438 1.089.721 700.314
Szobras 35.624 13.037 44.006 7915
RSD% 4,50 1,88 4,04 1,13
A% -12,34 37,76 -11,47
Veseszovet

A within-run és a between run precizitas és pontossag

A within-run precizitds és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintli mintabdl, naponta.

Az Osszes veseszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitas és pontossag

értékét minden koncentracid szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

55. tablazat Within-run pontossag és precizitds veseszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Atlag, . Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 1,88
+2,0 1,68 -9,39 12,94
+2,0 1,88
+6,0 5,92
+6,0 5,71 -4,28 5,41
+6,0 5,60
+18,0 16,84
1. +18,0 17,04 -7,67 5,01
+18,0 15,98
+100,0 98,71
+100,0 98,98 2,28 6,81
+100,0 109,15
+800,0 816,37
+800,0 763,06 -0,17 3,46
+800,0 816,48
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Nap Elméleti Atlag Pontossag (%) | Precizitas (%)
Koncentracié (ug/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 1,86
+2,0 1,82 -3,39 8,55
+2,0 2,12
+6,0 5,59
+6,0 5,76 -5,46 3,88
+6,0 5,66
+18,0 14,05
2 +18,0 16,77 -13,73 8,59
+18,0 15,77
+100,0 92,16
+100,0 88,45 -8,26 9,89
+100,0 94,61
+800,0 681,43
+800,0 753,71 -6,31 7,76
+800,0 813,53
+2,0 1,87
+2,0 1,72 -6,17 9,45
+2,0 2,04
+6,0 5,82
+6,0 5,59 -4,67 6,18
+6,0 5,75
+18,0 17,54
3 +18,0 15,54 -7,38 7,01
+18,0 16,94
+100,0 86,91
+100,0 93,12 -7,20 9,07
+100,0 98,36
+800,0 829,28
+800,0 761,27 -1,64 7,77
+800,0 770,00

A between-run precizitas

és

pontossag vizsgalatdit a 3.5 alfejezetben részletezett

megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracid szintii

mintabol, naponta. Az Osszes veseszovet minta elemzését 3 kiilonb6z6 napon végeztiik. A

precizitas és pontossag értékét minden koncentracié szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.
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56. tablazat. Between run precizitds és pontossdg veseszovet esetében, enrofloxacin

vegyiilettel
Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run

+2 -6,31 10,34

+6 -4,80 5,07

+18 -9,59 7,45
+100 -4,39 9,66
+800 -2,71 6,89

A kritériumok mind a within run €s a between run esetében is teljesiiltek a veseszovet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitasa mely az enrofloxacin esetében veseszovetben a

LOD értéke 2,99 ng/kg.
A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét az enrofloxacin esetében

veseszovetben mely 5,61 pg/kg lett.
Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 57.
tablazatban szereplé eredmények, azt mutatjak, hogy a mintdk szobahdmérsékleten nem
bizonyultak stabilnak. A kontroll mintak koncentracidja és a 4 oran at szobahdmérsékleten
hagyott veseszovet mintak koncentracioja kozotti kiilonbség jelentésen nagyobbnak bizonyult

mint 15%.

57. tablazat Short-term stabilitas veseszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahon toltott L.
L ers e s R Eltérés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) >
18,36 6,45
+18,0 18,80 8,46
18,97 7,95
Atlag 18,80 7,62 -39.47
Szoras 0,17 1,04
RSD (%) 0,90 13,71
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Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahon toltott Eltérés
konc. koncentracigja mintak koncentracidja A%:
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
96,55 60,97
+100 98,51 60,74
96,49 61,85
Atlag 97,18 61,19 -37,04
Szoéras 1,15 0,59
RSD (%) 1,18 0,96
813,66 233,86
+800 803,20 232,78
803,63 223,48
Atlag 806,83 230,04 71,49
Sz6ras 5,92 5,71
RSD (%) 0,73 2,48

A freeze-thaw stabilitas vizsgélatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk
Az 58. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy a 100 pg/kg-os minta stabilnak bizonyult a
haromszor lefagyasztott és kiengedett veseszovet mintak esetében. Azonban a 18 pg/kg-os és a
800 pg/kg-os minta nem nevezhetd stabilnak, mert jelentdsen nagyobb mennyiség elbomlott

mint ami még toleralhat6 lenne.

58. tablazat Freeze-thaw stabilitds veseszdvet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Friss mintak mért 3X lefagyasztott majd
Elméleti konc. ( ers kiengedett mintak Eltérés
koncentracioja [ s
(ng/kg) (ng/ke) koncentracioja A%:
(ng/kg)
17,41 14,93
+18,0 18,24 14,02
19,13 13,63
Atlag 18,26 14,19 22,21
Szorés 0,86 0,67
RSD (%) 4,71 4,70
103,67 106,40
+100 106,75 104,77
, 103,05 104,18 0.60
Atlag 104,49 105,12
Szo6ras 1,98 1,15
RSD (%) 1,90 1,09
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o . .. , 3X lefagyasztott majd
Elméleti Friss mmta'k.lrl%ert kiengedett mintak Eltérés
konc. koncentracioja [ ers o
(ng/kg) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
798,25 693,47
+800 840,51 704,00
915,59 664,43
Atlag 851,45 687,30 19,28
Szorés 59,43 20,49
RSD (%) 6,98 2,98
Robusztussag

valtoztatva jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlasi sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben veseszovet esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott
valtoztatasok esetenként modositottdk a vegylilet retencios idejét is, emiatt az eredeti
koriilmények kozott felvett kalibracidos egyenes nem lett volna hasznalhato. A helyzet

megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk

meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.

crer

59. tabldzat Robusztussag veseszévet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 png/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 pg/kg
736.524 714.198 226.989 641.959
Teriilet 798.381 697.863 217.306 699.715
859.780 694.460 216.924 731.467
Atlag teriilet 798.228 702.174 220.406 691.047
Szoéras 61.628 10.551 5.704 45.379
RSD% 7,72 1,50 2,59 6,57
A% -12,03 -72,39 -13,43
Zsirszovet

A within-run és a between run precizitas €s pontossag

A within-run precizitas és pontossag vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel

vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracio szintli mintabol, naponta.

Az Osszes zsirszovet minta elemzését azonos napon végeztiik. A precizitds és pontossag
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értékét minden koncentracio szinten meghataroztuk. A megfeleld tartomany kritériumait a 2.

tablazat tartalmazza.

60. tablazat Within-run pontossag és precizitas zsirszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Atag Pontossig (%) | Precizitds (%)
Nap Koncentracio (ng/kg) Koncentracio Within run Within run
(ng/kg)
+2,0 2,03
+2,0 1,76 -1,44 12,31
+2,0 2,12
+6,0 5,74
+6,0 5,46 -4,69 7,06
+6,0 5,96
+18,0 18,32
1. +18,0 19,39 2,77 8,85
+18,0 17,79
+100,0 86,44
+100,0 94,78 -10,95 6,19
+100,0 85,93
+800,0 766,16
+800,0 797,98 -4,34 5,45
+800,0 731,74
+2,0 1,97
+2,0 1,80 -12,11 13,00
+2,0 1,51
+6,0 5,82
+6,0 5,62 -6,63 8,38
+6,0 5,37
+18,0 17,48
2 +18,0 17,20 -1,97 10,90
+18,0 18,25
+100,0 95,35
+100,0 94,58 -8,20 6,97
+100,0 85,48
+800,0 810,91
+800,0 809,65 2,14 2,78
+800,0 830,78
+2,0 2,22
+2,0 1,99 2,11 12,86
+2,0 1,66
+6,0 5,21
3 +6,0 6,14 -8,35 10,99
+6,0 5,15
+18,0 17,76
+18,0 17,58 -4,35 6,40
+18,0 16,31
+100,0 97,12 -5,35 7,08
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Elméleti Atlag Pontossag (%) | Precizitas (%)
Nap [ o Koncentracio cors for

Koncentracio (ng/kg) (ng/kg) Within run Within run

+100,0 93,73

+100,0 93,11

+800,0 737,99

+800,0 752,86 -4,64 7,27

+800,0 797,69

A between-run precizitds ¢és pontossag vizsgalatit a 3.5 alfejezetben részletezett
megkozelitéssel vizsgaltuk. 9 parhuzamos mérést végeztiink mindegyik koncentracié szintii
mintabol, naponta. Az Osszes zsirszovet minta elemzését 3 kiilonbdzé napon végeztiik. A
precizitas és pontossag értékét minden koncentracié szinten meghataroztuk. A megfeleld

tartomany kritériumait az 3. tablazat tartalmazza.

61. tablazat. Between run precizitds és pontossag zsirszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti koncentracio Pontossag (%) Precizitas (%)
(ng/kg) Between run Between run
+2 -5,22 13,30
+6 -6,56 8,71
+18 -1,18 9,12
+100 -8,17 6,99
+800 -2,28 6,12

A kritériumok mind a within run és a between run esetében is teljesiiltek a zsirszovet mintak

esetében.
A kimutatési hatar (LOD)

A 3.4 bekezdés szerint torténik a kiszamitasa mely az enrofloxacin esetében zsirszvetben a

LOD értéke 2,35 ng/kg.
A mérési hatar (LOQ)

A 3.4 bekezdésben ismertetett modon szamitottuk ki az értékét az enrofloxacin esetében

zsirszovetben mely 3,41 ug/kg lett.
Stabilitas a matrixban

Short-term stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A 62.

tablazatban szerepld eredmények, azt mutatjdk, hogy a mintdk szobahdmérsékleten nem
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bizonyultak stabilnak. A kontroll mintdk koncentracidja és a 4 6ran at szobahdmérsékleten
hagyott zsirszovet mintdk koncentracidja kozotti kiilonbség jelentésen nagyobbnak bizonyult

mint 15%.

62. tablazat Short-term stabilitas zsirszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért 4 orat szobahon toltott Eltéré
(e . s ( ere érés
konc. koncentracioja mintak koncentracioja A%:
(ng/kg) (ug/kg) (ng/kg) >
17,80 9,82
+18,0 17,45 10,15
17,23 10,78
Atlag 17,49 10,25 4141
Szorés 0,29 0,49
RSD (%) 1,64 4,76
96,17 56,01
+100 97,31 53,58
96,44 54,46
Atlag 96,64 54,68 43,42
Szorés 0,60 1,23
RSD (%) 0,62 2,25
808,73 200,28
+800 796,50 198,09
817,67 199,63
Atlag 807,63 199,33 75,32
Szorés 10,63 1,12
RSD (%) 1,32 0,56

A freeze-thaw stabilitas vizsgalatat a 3.5 alfejezetben részletezett megkozelitéssel vizsgaltuk. A
63. tablazat eredményei azt mutatjak, hogy egyik minta sem bizonyult stabilnak a haromszor
lefagyasztott és kiengedett zsirszovet mintdk esetében, mert jelentdsen nagyobb mennyiség

elbomlott mint ami még toleralhat6 lenne.

63. tablazat Freeze-thaw stabilitas zsirszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti Friss mintak mért X l efagyasztot.t n}a]d -
L oers kiengedett mintak Eltérés
konc. koncentracioja L ez o
(ng/kg) (ng/ke) koncentraciéja A%:
(ng/kg)
17,72 6,65
+18,0 18,66 5,89
18,03 5,72
Atlag 18,14 6,09 66,44
Szorés 0,48 0,50
RSD (%) 2,64 8,14
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N . . . 3X lefagyasztott majd
Elméleti Friss mlnta’k.lrr!ert kienggeﬁett mintzikJ Eltérés
konc. koncentracioja [ oers o
(ng/ke) (ng/ke) koncentracidja A%:
(ng/kg)
103,10 34,84
+100 98,19 35,54
104,39 35,59
Atlag 101,89 3523 65,33
Szobras 3,27 0,42
RSD (%) 3,21 1,19
802,19 700,39
+800 824,23 697,70
771,05 709,39
Atlag 799.16 702,69 -12,07
Szoéras 26,72 6,46
RSD (%) 3,34 0,92
Robusztussag

crer

valtoztatva jelentésen megvaltoztathatjuk a mérés eredményét. Azonban a masik két valtoztatas
(1. aramlési sebesség valoztatasa, 3. ultrahangos razatas idejének valtoztatasa) esetében 15%-
on beliil maradt az eltérés, igy ezen paramétereket valtoztatva nem kell szamitanunk jelentds
eltérésre az eredményekben zsirszovet esetében. A robusztussag tesztelése soran végrehajtott
valtoztatdsok esetenként modositottdk a vegyiilet retencios idejét is, emiatt az eredeti
koriilmények kozott felvett kalibracids egyenes nem lett volna haszndlhatd. A helyzet
megoldasa érdekében a csucsteriiletek kozotti eltéréseket elemeztiik, és ez alapjan allapitottuk

meg, hogy elfogadhatd-e az eredmény, vagy sem.

64. tablazat Robusztussag zsirszovet esetében, enrofloxacin vegyiilettel

Elméleti konc. Kontroll 1. valtoztatas 2. valtoztatas 3. valtoztatas
(ng/kg) 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg 100 ng/kg
776.686 644.154 232.794 684.425
Tertilet 752.484 624.389 223.027 687.700
708.794 668.414 211.670 697.782
Atlag teriilet 745.988 645.652 222.497 689.969
Szoras 34.409 22.051 10.572 6.962
RSD% 4,61 3,42 4,75 1,01
A% -13,45 -70,17 -7,51
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