ZAKLJUCNO POROCILO
O REZULTATIH OPRAVLJENEGA RAZISKOVALNEGA DELA
NA PROJEKTU V OKVIRU CILJINEGA RAZISKOVALNEGA
PROGRAMA (CRP)
»NASA HRANA, PODEZELJE IN NARAVNI VIRI« v letu 2022

I. Predstavitev osnovnih podatkov raziskovalnega projekta

1. Sifra projekta:
| V4-2227 |

2. 1. Naslov projekta v slovenskem jeziku:

Razvoj multimetode za ugotavljanje ostankov prepovedanih zdravil v Zivilih

2.2. Naslov projekta v angleskem jeziku:

Development of a multimethod for the determination of prohibided substances in food

3. Kljuéne besede projekta
3.1. Klju¢ne besede projekta v slovenskem jeziku:

Ostanki v veterini prepovedanih snovi, zZivila, potrditvena LC-MS/MS metoda

3.2. Klju¢ne besede projekta v angleskem jeziku:

Prohibited veterinary drug residues, food, confirmatory LC-MS/MS method

4. Sifra ter ime in priimek vodje projekta:

18888 Andrej Kirbis

5. Naziv nosilne raziskovalne organizacije:

Univerza v Ljubljani (Sifra RO 510)




5.1. Seznam sodelujocih raziskovalnih organizacij (RO):

Univerza v Ljubljani

6. Raziskovalno podrogje po Sifrantu ARRS!:

4.04.05 Zdravstveno varstvo zivil Zivalskega izvora

7. Raziskovalno podrodje po Sifrantu FOS?:

4.03 Veterina

8. Sofinancer/sofinancerji:

Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano

I1. Vsebinska struktura zaklju¢nega porocila o rezultatih raziskovalnega projekta v
okviru CRP

1. Cilji projekta:

1.1. Ali so bili cilji projekta dosezeni? (v izbran kvadratek vtipkas ¢rko x)

x a) v celoti

71 b) delno

0 c)ne

Ce b) in ¢), je potrebna utemeljitev.

1.2. Ali so se cilji projekta med raziskavo spremenili?
Ja)da

x b) ne

! Spletni naslov Sifranta ARRS: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/sif-vpp.asp

2 Spletni naslov $ifranta FOS: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/klasif-znan-FOS.asp




Ce so se, je potrebna utemeljitev:

2. IzvleCek vsebinskega porodila o realizaciji predlozenega programa dela 3.

Razvili smo postopek ekstrakcije, ki nam omogoca ekstrakcijo kloramfenikola,
klorpromazina, dapsona, dimetridazola, hidroksidimetridazola, ronidazola,
metronidazola, hidroksimetro-nidazola, 3-amino-2-oksolidinona, 5-metilmorfolino-3-
amino-2-oksazolidinona, 1-amino-hidantoine hidroklorida, semikarbazid hidroklorida
in hidrazina 3,5-dinitro-salicilne Kisline iz razli¢nih Zzivil. Te snovi so v Uredbi Komisije
(EU) $t. 37/2010 o farmakoloSko aktivnih snoveh in njihovi razvrstitvi glede mejnih
vrednosti ostankov v Zivilih Zivalskega izvora uvrSc¢ene v Tabelo 2 Prepovedane snovi.
Nekatere od naStetih imajo doloceno referencno vrednost za ukrepanje (RPA), pri
tistih ki te nimajo, pa smo upostevali EURL guidance on minimum method
performance requirements (MMPRs) for specific pharmacologically active substances
in specific animal matrices, version 2, April 2022. Priprava vzorca vkljucuje kislinsko
hidrolizo vzorca in s tem sprostitev metabolitov nitrofuranov, ki so vezani na proteine.
Skupaj s hidrolizo poteka tudi derivatizacija. Sledi nevtralizacija in ¢iS¢enje ekstraktov
s QUEChERS (hitra, u¢inkovita, poceni, lahka, robustna in varna tehnika za
ekstrakcijo - ang. Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe). Umeritveno krivuljo je
vedno potrebno pripraviti v preskusancu, ker pomembno vpliva na meritev. Metodo
smo preskusili na naravnih ovitkih za mesne izdelke (€revih) in mesu, enak postopek
pa je mogoce uporabiti tudi za jajca in mleko. Meja detekcije je ustrezno nizka, s
ponovljivostjo pri vecini analitov ni teZav. Napisali smo dokument z navodili za
izvedbo celotnega postopka, standardni operativni postopek, ki je objavljen kot eden
od dokumentov sistema kakovosti na intranetni spletni strani Veterinarske fakultete. V
navodila so vkljucene tudi kriticne tocke postopka in vzorci za kontrolo kakovosti, s
katerimi spremljamo veljavnost rezultatov (analiza slepega vzorca reagentov, slepega
vzorca, obogatenega slepega vzorca in standardne raztopine enake koncentracije kot
so v obogatenem vzorcu). Pripravili smo validacijski nacrt skladen z Izvedbeno uredbo
Komisije (EU) 2021/808. Kot prvi preizku$anec smo izbrali ov¢ja ¢reva, naknadno smo
validacijo razsirili Se na prasi¢ja in goveja ¢reva. Z validacijo smo ugotovili, da je
metoda primerna za ugotavljanje prisotnosti vseh v validacijo vkljucenih
prepovedanih snovi. Z opisano metodo lahko simultano potrdimo identiteto ter
dolo¢imo koncentracije vseh nastetih spojin razen klorpromazina in nitroimidazola
karnidazola (CRZ). Za ugotavljanje identitete klorpromazina in koncentracije CRZ v

% Na tem mestu je potrebno napisati izvleek vsebinskega raziskovalnega poro¢ila -§tudije, ki je obvezen element
tega obrazca (Priloga 1). V izvleCku mora biti na kratko predstavljen program dela z raziskovalno hipotezo in
metodolosko-teoreticen opis raziskovanja pri njenem preverjanju ali zavracanju vkljucno s pridobljenimi
rezultati projekta.




¢revih metoda ni dovolj ponovljiva, da bi zado$¢ala kriterijem iz (EU) 2021/808. Se
vedno pa lahko metodo uporabimo kot presejalno metodo za omenjena analita.
Nadaljevali smo z validacijo govejega mesa, ki smo jo razsirili Se na perutnino,
prasicje, ov¢je meso in meso razli¢nih rib. Rezultati validacije mesa so podobni kot pri
¢revih, le da aminogvanidina (AMG) ni mogoce dolocati, ker se pojavlja v vseh vrstah
mesa, karnidazol je neponovljiv v prasi¢jem mesu, klorpromazina v ribjem mesu ni
mogoce dolocati, ravno tako kot ne dapsona v sardinjem mesu zaradi prenizkega
izkoristka. Vse ugotovitve so predstavljene v validacijskem poro¢ilu. Z razvito metodo
smo sodelovali v medlaboratorijski kontroli, ki jo je organiziral Evropski referen¢ni
laboratorij (EURL) za ostanke zdravil v Zivilih Zivalskega izvora ANSES (EURL za
antibiotike in barvila v Zivilih Zivalskega izvora). Prejeli smo dva vzorca ¢rev, v katerih
smo ugotavljali koncentracijo kloramfenikola. Rezultati obeh vzorcev so bili ocenjeni
kot ustrezni. Pravilnost postopka za druge skupine analitov in preizkuSancev smo
dokazali s sodelovanjem na ve¢ komercialnih medlaboratorijskih primerjavah, saj
pripravljena metoda vsebuje parametre iz razli¢nih skupin prepovedanih snovi. V
marcu je metodo in njeno validacijo podrobno pregledala zunanja ustanova, Slovenska
akreditacijska sluzba. Predlagali so nekaj manjSih popravkov, ki smo jih Ze izvedli in
dokazila o tem poslali na Slovensko akreditacijo. Pri¢akujemo potrdilo o novem
obsegu laboratorija, v katerem bo med akreditiranimi metodami tudi metoda, ki smo
jo razvili in validirali v okviru tega CRP. Rezultate nasega dela bomo predstaviti
zainteresirani javnosti na Slovenskem veterinarskem kongresu oktobra 2024.

3. IzkoriS¢anje dobljenih rezultatov:

3.1. Kaksen je potencialni pomen rezultatov in u¢inkov vasega raziskovalnega projekta4:

F.12 izboljSanje obstojece storitve
F.24 izboljSanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
F.26 izboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev

(.08 varovanje zdravja in razvoj zdravstvenega varstva

3.2. Oznacite s katerimi druzbeno-ekonomskimi cilji sovpadajo rezultati vasega
raziskovalnega projektas:

% Vpisete lahko ve¢ odgovorov. Uporabite Sifrant rezultatov pod tocko F, u¢inkov pod toc¢ko G), ki je dostopen
na spletnem naslovu: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/inc/sif-razisk-rezult.pdf

5 Sifrant je dostopen na spletnem naslovu: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/inc/klasif-druzb-ekon-
09.pdf




8 Kmetijstvo — veterina in druge kmetijske znanosti

12.1 Splosni napredek znanja — Naravoslovne vede — kemijske vede

3.3. Kateri so neposredni rezultati vaSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj oznacen
potencialni pomen in razvojne cilje?

V okviru tega projekta smo razvili in validirali multi-metodo, ki izpolnjuje vse zakonske
kriterije, da bo uporabna za uradni nadzor. Nadomestila bo ve¢ trenutno uporabljanih metod
in omogocila boljsi nadzor, saj bo v vsakem vzorcu preverjen Sirok nabor snovi. Ker jo je ze
presojal akreditacijski organ, bo Ze v letu 2025 uporabna za uradni nadzor.

3.4. Kaksni so lahko dolgoroc¢ni rezultati vaSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznacen potencialni pomen in razvojne cilje?

Ob pripravi nacrta nadzora ostankov zdravil v zivilih za leto 2025 bomo pristojnemu organu
predlagali uporabo v CRP Sifra V4-2227 razvite metode. Do sedaj smo uporabljali metode, ki
so omogocale testiranje posamezne skupine snovi v vzorcu. Tak nacin dela predstavlja velik
finan¢ni zalogaj za naro¢nika, kar ima za posledico manjse Stevilo analiz glede na
razpoloZljiva sredstva, v laboratoriju pa predstavlja daljsi ¢as izvedbe analiz in zasedenosti
analitikov in opreme. Z razvito in validirano metodo pa bo mogoce testirati veliko ve¢
razli¢nih skupin snovi v istem vzorcu. Poleg tega, da smo zdruzili razli¢ne skupine v skupno
metodo, smo dodali tudi nove preizkusSance, uvrscene na leta 2022 posodobljen seznam snovi.
Metoda nam bo omogocila nov sistem nadzora, ki bo zaradi ve¢jega Stevila testiranih snovi
zagotavljal u¢inkovitej$i nadzor nad zivili ne da bi pri tem presegli kapacitete laboratorija in
mocno povecali stroske nadzora. Snovi, ki jih odkrivamo z razvito metodo, dokazano
ogrozajo zdravje ljudi, zato je nujna ¢imprejSnja odstranitev neskladnih zivil.

3.5. Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?
la) v domacih znanstvenih krogih;

"Ib) v mednarodnih znanstvenih krogih;

X c¢) pri domacih uporabnikih;

"1d) pri mednarodnih uporabnikih.

3.6. Kdo (poleg sofinancerjev) ze izraZa interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?

Ker gre za zelo specifi¢no podrocje, s katerim se ukvarja pescica laboratorijev v Evropi,
bodo nase storitve koristile predvsem sofinancerju. Obc¢asno jih bodo potrebovali uvozniki,
ki zivila zivalskega izvora uvazajo iz tretjih drzav, v katerih velja drugacna zakonodaja in je
uporaba v Evropski skupnosti prepovedanih veterinarskih zdravil Se vedno mogoca.




3.7. Stevilo diplomantov, magistrov in doktorjev, ki so zakljuéili §tudij z vkljuenostjo v
raziskovalni projekt?

4. Sodelovanje z tujimi partnerji:

4.1. Navedite Stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujimi raziskovalnimi
inStitucijami.

Datum:

Podpis vodje projekta: Podpis in zig izvajalca:
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Priloga 1: Vsebinsko porocilo — Studija Sl sl i 0 P 21

Priloga 1 je obvezen element zakljucnega porocila. Studija je raziskovalno porocilo za
narocnika (MKGP), ki mora vkljucevati vse elemente raziskovalnega dela :

- povzetek (v slovenskem in angleskem jeziku)

- opis problema in ciljev;

- kratek povzetek kljucnih ugotovitev iz literature;

- uporabljena metodo dela;

- rezultati raziskave

- razprava, zakljucki in priporocila narocniku.

- morebitne priloge k porocilu.

Jasno je potrebna izpostaviti raziskovalni kontekst naloge, doseganje zastavljenih ciljev
iz razpisa in tudi moznosti aplikacije in potrebe po dodatnih raziskavah.

Pricakujemo minimalni obseg porocila 20.000 znakov brez presledkov (brez prilog).
Oblika porocila je prepuscena avtorjem. Priporocena je uporaba oblike in stila pisanja
znanstvenih objav. Presoja Studije bo potekala iz vsebinskega pa tudi oblikovnega
vidika, saj bo objavijena na spletnih straneh digitalne knjiznice.
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