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Baggrund Forsknings- og udviklingsarbejdet i projektet “Dokumentationskrav til fadevare-

kvalitet, kemi og sensorik” fokuseres pa afprevning og udvikling af LC-MS/MS-me-
toder (liquid chromatography-mass spectrometry) baseret pa komplekse biologi-
ske matricer, herunder velegnede oprensningsmetoder forud for analyse. | pro-
jektet tages udgangspunkt i tidligere opnadede erfaringer fra lignende metoder, fx
analyse af androstenon og skatol i spaekpraver (hangriseanalyser), allergifremkal-
dende ingredienser samt maling af antibiotika i blod.

Det vil veere relevant at undersgge, om en LC-MS/MS-multimetode kan anvendes
til screening af blod for veterinaere laegemiddelrester til bekaeempelse af ind-
voldsparasitter (ormemidler). Der har veeret en forventning om, at LC-MS/MS-
metoderne kan implementeres pd LDTD-MS/MS (Laser Diode Thermal Desorp-
tion) som hurtigmetode, som det i dag praktiseres for hangriseanalyser. Dette
kan abne mulighed for analyse af et starre preveantal af de enkelte parametre.

Indvoldsorm i svin  Forekomst af forskellige indvoldsorm i dansk svineproduktion, samt behandlin-

- forekomst og gen (aktivt stof), kan inddeles efter:
behandling
Forekomst Art Behandling (aktivt stof)
Hyppig Spoleorm Fenbendazol, lvermectin
Knudeorm Fenbendazol, lvermectin, Flubendazol
Sporadisk Piskeorm Fenbendazol, lvermectin, Flubendazol
Tradorm lvermectin
Ikke pavistide | Rgd maveorm Fenbendazol
senere ar Lungeorm Fenbendazol, lvermectin

https:/svineproduktion.dk / https:/medicintildyr.
Se strukturformler m.m. for aktivstofferne i bilag 1.
DMRI har tidligere analyseret for ivermectin, ekstraheret fra lever [1]. | naervee-
rende undersggelse er der fokuseret pa mulighederne for analyse af fenbenda-
zol og flubendazol, samt metabolitter heraf, i blodplasma.

Fenbendazol Behandlingen af grise med fenbendazol kan foretages via drikkevandet. Den

nedvendige daglige maengde leegemiddel beregnes ud fra den estimerede sam-
lede kropsveegt (kg) af hele gruppen af grise, der skal behandles. Den
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Flubendazol

Blodfraktion

Side 2

anbefalede dosis er 2,5 mg fenbendazol/kg kropsvaegt pr. dag i 2-3 pa hinanden
folgende dage. Efter indtagelsen absorberes fenbendazol kun delvist. Det absor-
berede fenbendazol metaboliseres hurtigt i leveren, hovedsageligt til dets sul-
foxidmetabolit (oxfendazol) og derefter til dets sulfonmetabolit (oxfendazolsul-
fon - terminal metabolit).

Fenbendazol og dets metabolitter fordeles til hele kroppen, hvor de hgjeste
koncentrationer opnas i leveren. Udskillelsen sker primeert via feeces og i mindre
grad via urinen. Tilbageholdelsestiden er sat til 4-5 dage [3].

Hos grise er oxfendazol hovedkomponenten i plasma, idet det udger ca. 2/3 af
det samlede AUC (areas under the plasma concentration-time curves), dvs. sum-
men af AUC for fenbendazol, oxfendazol og oxfendazolsulfon [3, 7]. | et forsag
med grise blev fenbendazol og dets metabolitter detekteret i plasma op til 24 ti-
mer efter oral indtagelse. Efter 48 timer var koncentrationen af oxfendazol og
oxfendazolsulfon under kvantificeringsgraensen pa 0,1 pyg/mL [7]. Der er detek-
teret indhold af fenbendazolsulfon (oxfendazolsulfon) i plasma fra kyllinger i op
til 96 timer efter behandling [8].

Flubendazol er uoplgselig i vandige systemer, fx mave-tarm-kanalen, hvilket re-
sulterer i udskillelse af intakt lsegemiddelstof i faeces. Den begraensede maengde,
der absorberes, bliver primzert metaboliseret ved first-pass af leveren (carbama-
thydrolyse og ketonreduktion). Metabolitterne udskilles med galden og urinen.
Hos grise er den hgjeste vaevskoncentration malt i lever og nyrer. Halveringsti-
den af flubendazol i vaev er 1-2 dage. | kyllinger er halveringstiden for flubenda-
zol og dets metabolitter i plasma 1-4 dage [4].

| et forsgg med grise blev effekten af forskellige formuleringer af flubendazol un-
dersggt. Det blev fundet, at den hydrolyserede metabolit var det primare mole-
kyle i plasma, hvor det udgjorde 97% af den totale maengde reststoffer i plasma
[5]. Indholdet heraf i plasma blev efter 55 timer malt til 0,1 p/mL. Reaktionsveje
for nedbrydning af flubendazol er vist i [9].

Afprevning

P4 grund af den hurtige metabolisering i kroppen er det hensigtsmaessigt at fo-
kusere pa metabolitter fra fenbendazol og flubendazol, henholdsvis oxfendazol
og den hydrolyserede metabolit af flubendazol, foruden de oprindelige aktivstof-
fer. Analysemetodens kvantificeringsgraense skal som minimum veaere 0,1 p/mL.

Analyserne blev foretaget i blodplasma hjemtaget fra Danish Crowns anlaeg i
Ringsted. Blodplasma blev tappet fra en stor samletank (temp. 2°C), centrifuge-
ret ved 1550 x g ved 4°C i 20 min. og fordelt i centrifugerar, der blev opbevaret
ved -80°C indtil anvendelse. Det skal bemaerkes, at det pa nuveerende tidspunkt
ikke er muligt at udtage blodpraver med fuld sporbarhed pa enkeltdyrniveau. En
lgsning kunne veere at udtage en blodprave fra stiksaret, nar slagtedyret forla-
der stadbordet, hvor grisen afblader %2-1 dI. Her kan der imidlertid vaere risiko
for forureninger eller fortynding af blodet fra skoldekarret. En anden mulighed
er at udtage blod fra hjertet, umiddelbart far veterinzerkontrollen. Ulempen kan
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Aktive stoffer/
metabolitter/
interne standarder

Ekstraktion

Oprensning pd fast-
fasekolonner
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her veere, at blodet er koaguleret, hvilket kan besveerliggare oprensningen forud
for den kemiske analyse.

Afprevningen har omfattet flubendazol og fenbendazol, med flubendazol-D3 og
fenbendazol-sulfon-D3 som interne standarder, foruden oxfendazol, med den
tilhgrende D3. Det var desveerre ikke muligt at fremskaffe den hydrolyserede
metabolit af flubendazol.

Indledningsvis blev ekstraktionsmetoden anfart i [2] afpravet, men den var
uspecifik og ikke direkte brugbar i den pdgeeldende sammenhang. Metoden
blev derfor efterfalgende kombineret med “Hangrisemetoden”, SM 020 [6], hvor
den basiske ekstraktion blev erstattet med en fosfatbuffer, pH 3.

Falgende forsgg med oprensning af serum blev gennemfart:

Rar Serum, m! Fosfatbuffer, Acetonitril
pH 3,0 ml (ACN), ml

1 1,0 1,0 1,0

2 1,5 1,5 0

3 1,5 0 1,5

Resultaterne fra de 3 oprensningsforsag er vist i nedenstaende figurer, hvor
proverne efter henstand i 30 min. blev centrifugeret i 10 min. ved 3500 rpm ved
stuetemperatur.

Efter 30 min.
henstand, for
centrifugering

Efter centrifuge-
ring, 10 min, 3500
rpmyv. 22°C

Ié "*—q*'—"'.- S o

Figur 1. Oprensningsforseg med serum med forskellige behandlinger.

Den bedste adskillelse og klarhed af ekstraktet ses i rgr 3, hvor der er anvendt
ren ACN. Vurderingen blev alene baseret pa en visuel bedgmmelse.

Der er mulighed for at erstatte ekstraktionstrinnet med oprensning pa separati-
onskoloner, dvs. ren, spiket plasma saettes direkte pa kolonnerne forud for LC-
MS/MS-analysen.

Der er afprovet folgende separationskolonner:

e Biotage (Isolute - SMP-918-0005-AG)
e Phenomenex Phree og HLB
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Proceduren var falgende for Biotage:

e 300 pL ACN saettes pa kolonnen

e 100 pL spiket plasma seettes pa kolonnen

e Kolonnen mikses pa Whirli-mikser ca. 30 sek.

Praven suges igennem kolonnen med vakuum, ca. 5 min.

Der blev afprevet en sur og en neutral version af standardraekken pa Biotage-
kolonnerne. De opnaede koncentrationer var meget lave; det var saledes kun
muligt at se det hgjeste niveau pa 12,5 ng/ml. | de farste forsgg blev det klart, at
der skal tages hgjde for, at praven fortyndes ved ekstraktion pa kolonnen. Der
er ikke arbejdet videre med Biotage-kolonnerne.

HBL- og Phree-kolonner er afpregvet med udgangspunkt i procedurer og applika-
tioner fra Phenomenex [10]. Proceduren er den samme som beskrevet for Bio-
tage, bortset fra at vaesken presses igennem kolonnen.

Resultaterne viste, at begge kolonnetyper fra Phenomenex er velegnede, af-
haengigt af de kemiske egenskaber for de aktive stoffer. Flubendazol og fen-
bendazol, samt de tilhgrende interne standarder, fungerede fint pa Phree-ko-
lonnen, men ikke pa HBL-kolonnen. Modsat kunne oxfendazol ikke genfindes ef-
ter separation pa Phree-kolonnerne, mens der blev fundet en mindre del i eks-
traktet efter HLB-kolonnerne. Det kan afpraves, om methanol er mere velegnet
til at eluere oxfendazol i stedet for ACN. Forslag til oprensning af stofferne kan
fremover veere fglgende kolonner: Resprep SLE (Restek), Oasis MCX, HyperSep
Retain-cx (Thermo). Disse vil sandsynligvis vaere velegnede til alle 3 stoffer.

Der kan saledes veere behov for at anvende flere kolonnetyper ved oprensning
af praver forud for anvendelse af multimetoder til analyse af veterineere lege-
middelrester. Afprgvningen har givet en god indsigt i forskellig kolonnetypers ka-
pacitet og kvalitet.

Analysemetoden er indkert pa LC-MS/MS-udstyret, hvor overgange er identifice-
ret, og de rene oplgsninger er analyseret i standardraekker. Resultaterne fra ar-
bejdet med identifikation af overgange er vist i bilag 2.

Der er desuden fremstillet standardkurve (1-punktskalibrering) for henholdsvis
flubendazol og fenbendazol i en koncentration pa 200 ng/ml (bilag 3). Standard-
kurverne blev anvendt til at male effektiviteten af SPE-oprensningsmetoderne.

Ekstraktionsbetingelserne fra forsgg med Biotage-kolonner blev viderefgrt med
afprevning af standardaddition til plasma. En mere koncentreret standardraekke
pa 5 niveauer, i koncentrationsomradet 200-5 ng/ml, blev oprenset med sur

ACN pa Phree-kolonner.

Resultaterne er vist i nedenstaende figurer for fenbendazol og flubendazol.
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LDTD-MS/MS
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Figur 2. Fenbendazol (averst) og flubendazol (nederst) ekstraheret fra plasma efter op-
rensning pa Phree-kolonner.

Begge standardraekker viser en tilfredsstillende linecer sammenhang. Den an-
vendte HPLC-metode tager udgangspunkt i [2].

| bilag 4 ses der eksempler pa kromatogrammer pa fenbendazol og flubendazol
og de tilhgrende D3 i plasma fra de spikede standardkurver.

Det var ikke muligt at opna tilsvarende tilfredsstillende standardkurver for
oxfendazol inden for den afsatte tidsramme. Som tidligere naevnt blev de bedste
resultater opndet med HLB-kolonner, hvor der i bilag 5 er vist kromatogrammer
fra en spiket standardkurve for to elueringer pa samme kolonne. Figurerne vi-
ser, at det er muligt at se oxfendazol i en hgj koncentration (200 ng/mL), men
tophgjden er relativ lav. Anden eluering viser, at der er en vaesentlig rest af
oxfendazol tilbage pa fastfasekolonnen efter farste eluering.

Der var en forventning om, at LC-MS/MS-metoderne kunne implementeres pa
LDTD-MS/MS (Laser Diode Thermal Desorption) som hurtigmetode, som det i
dag praktiseres for hangriseanalyser.

Resultaterne viste, at flubendazol, fenbendazol og oxfendazol kunne kvantifice-
res i et passende koncentrationsniveau i rene oplasninger, hvorimod kvantifice-
ring af tilsvarende lave koncentrationer i plasma var vanskelig, pga. interferens
fra matricen. Der vil derfor vaere behov for yderligere test af flere velegnede se-
parationskolonner mhp. at fierne fedt, for implementering af en LDTD-MS/MS-
metode er realistisk. Viser der sig udfordringer i forhold til stoffernes stabilitet i
laseren, kan der alternativt ses efter nedbrydningsprodukter.

TEKNOLOGISK INSTITUT



Henvisning

Side 6

Konklusion

P4 baggrund af analyser af aktivstofferne flubendazol og fenbendazol til bekeem-
pelse af indvoldsparasitter, samt metabolitten oxfendazol, er det vurderet, at
der kan veere et potentiale i at videreudvikle en LC-MS/MS-multimetode til scree-
ning af blod for veterinaere laegemiddelrester. De rene stoffer kan kvantificeres
pa LC-MS/MS i et passende koncentrationsniveau, hvorimod kvantificering af til-
svarende lave koncentrationer i plasma er vanskelig, pga. interferens fra matri-
cen. Der er tale om en kompleks matrice, som erfaringsmaessigt giver udfordrin-
ger, og test af forskellige separationskolonner, mhp. at fjerne fedt og protein, er
derfor gennemfart. Resultaterne herfra har givet en veerdifuld viden om forskel-
lige kolonnetypers kapacitet og kvalitet. Det vil kraeve mere arbejde at imple-
mentere en LC-MS/MS-hurtigmetode pa LDTD-MS/MS. Viser der sig udfordrin-
ger i forhold til stoffernes stabilitet i laseren, kan alternativet veere at se efter
nedbrydningsprodukter.
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Bilag 1

Strukturformler m.m. for aktive stoffer til behandling af indvoldsorm i svin

Fenbendazol
Synonym: Methyl 5-(phenylthio)-2-benzimidazolecarbamate

CAS Number: 43210-67-9
Empirical Formula (Hill Notation): CisH13N302S @—S
Molecular Weight: 299.35

Boiling point: 541.4 + 42°C 0

N
AN

N
N H OCHj;

Flubendazol
Synonym: Flumoxanal, Methyl [5-(4-fluorobenzoyl)-1H-benzimidazol-2-ylJcarbamate

CAS Number: 31430-15-6
Empirical Formula (Hill Notation): CigH12FN3Os

O
Molecular Weight: 313.28 N\)\ j’\
Boiling point: 313.2 + 52°C N OCH;
F NN

Ivermectin
Synonym: 22,23-Dihydroavermectin B1, MK-933

CAS Number: 70288-86-7

Molecular Weight: 875.1

Empirical Formula:

CagH74014 (22,23-dihydroavermectin Bia)
Ca7H72014 (22,23-dihydroavermectin Bip)
Boiling point: 940.4 + 52°C
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=43210-67-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=DK&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=31430-15-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=DK&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=70288-86-7&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=DK&focus=product

Indkering af overgange og optimering pa LC-MS/MS

Indkgring af overgange for oxfendazol

Alle 3 stoffer sammenlignes:

Her ses det, hvor lille et signal oxfendazol har i forhold til flu- og fenbendazol.
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Kgres nu igen med anden eluent, der er staerkt sur (HBLB).
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Dette HPLC-system (Diamin-metoden) giver en lille forbedring. Vil nok kunne optimere top til 1/3 af flu-
bendazol.

Der ses muligheder for at kunne optimere yderligere pa oxfendazol ved andre HPLC-systemer, fx
OTM-metoden (ochratoxin).
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P& MS-systemet (der sprajtes standard direkte ind i MS'en) optimeres pa flow og temperatur mht.

oxfendazol. Her er der intet af hente, hvilket ses nedenfor:
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Bilag 3
Standard 200 ng/mL i plasma, ekstraheret med ACN

Flubendazol

Calibration for Fubendazole: v = 0.07724x [r=1.00000) tweldhting: 1/x)
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Eksempler pa fenbendazol og D3 i plasma pa Phree-kolonner = spikede standardkurver

Plasma 50ngx Phree - Fenbendazole Unlmawn) 300.0/268.0- C:\Analyst DatalProjects\L aegemidlerl2020\Datal 11-2020 ormemidleriORM3_2020-11-24...
Area: 366899. Height 2.129e5. RT 8.
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Plasma 50ngx Phree - Fe Enberrdazale D3 ( Unknown) 303. 0/268.0 - C:\Analyst DatalProjects\l aegemidlerl2020\Data 1 1-2020 ormemidielORM3_2020-71-...
Area:43211. Heiaht 2.366e4. R
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Flubendazol samt D3

Plasma 50ngx Phree - Flubendazole D3 (Unknown) 317.0/282 0 - C:-\Analyst Data\Projects\l i Datal11-2020 idlerlORM3_2020-11-2.__F
Area: 19094. Height 9.819e3. RT-9.04 min s ) - - 4
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ll;'ﬁ:’mg f%ﬁﬁ_ﬁéﬂ&gﬁ{uﬁe{ﬁalﬂle (Unknown) 314.0/282.0- C:\Analyst Data\ProjectslLaegemidlerl2020\Datal 11-2020 ormemidieriORM3 2020-11-24.w... +
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Bilag 4
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Bilag 5

Oxfendazol pa HBL-kolonne - 1 ml (1. ekstraktion)

HLE 200 ng 1ml - O)dendazolngUnknown) 316.1/191.3 - C:\Analyst Data\Projects\Laegemidler'2020\Data'11-2020_ormemidlert\ORM3_2020-11-24 wiff (sample ...
Area: 38959, Height: 6.190e3. RT: 3.84 min :
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Oxfendazol p& HBL-kolonne - 2 ml (2. ekstraktion pa samme kolonne)

HLB 200 ng 2m! - Oxtendazole {(Unknown) 316. 1/ 191.3 - C-lAnalyst Data\ProjectsIL idleri2020\Datal 11-2020_ormemidierORM3_2020-11-24.wiff (a... |
Area. 16075, Height 2.414e3, s WWraectsil aegem A 7 (sa...|
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Trods sma veerdier ses der her toppe for oxfendazol. Bemaerk koncentration pa 200 ng/ml sammenlig-
net med tophgjde.
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