Porovnani vysledki stanoveni atrazinu ve vodach metodou ELISA a separa¢nimi technikami HPLC,
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1. Charakteristika atrazinu

Atrazin (viz obr. 1), 2-ethylamino-4-chlor-6-isopropylamino-1,3,5-triazin, molekulova hmotnost M, = 216
g/mol, je s-triazinovy herbicid, ktery efektivné inhibuje fotosyntézu. Pouziva se k hubeni Sirokolistych a
travnatych plevelll. Atrazin je jeden z nejrozsifenéjSich herbicidt, jehoZz biologicky polocas rozpadu v pudach je
v rozmezi jednoho tydne az jednoho roku, takze je dlouhodobé¢ detekovan v povrchovych i podzemnich vodach.
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Obr. 1.: Strukturni vzorec atrazinu

Lidé jsou vystaveni ucinkim atrazinu pfedevsim pitim kontaminované vody. Rychle se vstiebava do traviciho
traktu, rychle je absorbovan plicemi a také neporusenou kiizi. Pti vy$Sich davkach je neurotoxicky a zptsobuje
poruchy motoriky, koordinace, ochrnuti udt, respiracni tizkost. U lidi, ktefi jsou vystaveni uCinkiim velkého
mnozstvi atrazinu, se mohou projevit symptomy jako prijem, zvraceni, o¢ni nebo kozni dradzdéni a bolesti
zaludku. Atrazin poskozuje hormonalni systém (endokrinni disruptor), mize ovlivnit reprodukci a vyvoj plodu
jiz pfi malych davkach [1].

V mnoha statech je jeho pouZivani jiz zakazano, v Ceské republice od 1. 8. 2005. Pro Ceskou republiku je
stanovena limitni koncentrace obsahu pesticidil atrazinu ¢i desethylatrazinu v pitné vodé na hodnotu 0,1 pg/l a
tim, Ze suma vSech pesticidnich latek musi byt do 0,5 pg/l [2] a v povrchovych vodach 0,5 pg/l [3].

Stanoveni atrazinu se bézné provadi chromatograficky (GC, HPLC) [1,4,5], nové&ji pak ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Pesnost a spolehlivost takovychto testli jde na vrub pfistrojové a ¢asové narocnosti stanoveni.
Vedle toho imunoanalytické stanoveni je Casové a pristrojové nenarocna metoda, kterd pfi spravném pouZiti
kvalitni validované soupravy poskytuje vysledky natolik pfesné a spolehlivé, ze lze odlisit vzorky s nizkym
a zvySenym obsahem atrazinu [1,6,7]. Vylouenim vzorkl s nizkym obsahem atrazinu se cely postup zlevni a
zefektivni a chromatografické analyze jsou podrobeny pouze ty s vy$§im obsahem atrazinu [8,9].

2. Postup porovnani vysledki stanoveni atrazinu metodami ELISA a HPLC a GC/MS

Dilezitou soucasti valida¢niho procesu komeréniho ELISA kitu ke stanoveni atrazinu v pitnych a povrchovych
vodach, bylo porovnani s vysledky stanoveni pouzitim metod HPLC a GC/MS.

Ke studii byly pouzity anonymni vzorky pitnych vod, ve kterych koncentraci atrazinu vzdy paralelné stanovila

jedna ze tfi rutinnich analytickych laboratofi, se kterymi byla dohodnuta spoluprace. VSechny tyto laboratote
byly akreditovany dle normy ISO 17025 a stanoveni atrazinu provedly separacnimi technikami HPLC nebo

-1-



GC/MS. Vzorky vod byly piebirany po vyzvani osobné nebo zasilany ihned po odbéru postou v plastovych
nadobkach. Stanoveni atrazinu metodou ELISA bylo vzdy provedeno nejpozdé€ji do 7 dnt po pfijeti vzorkd do
laboratofe.

Stanoveni atrazinu metodou ELISA bylo provedeno dle navodu komer¢ni soupravou Atrazine ELISA Kit,
vyrobce SEDIUM RD s.r.o., Pardubice. Vyznamnou charakteristikou této soupravy je pouziti krali¢i
polyklonalni protilatky, pfipravené ve Vyzkumném ustavu veterinarniho Iékafstvi v Brné [6] se zkfizenou reakei
na desethylatrazin.

Pipetovaci a inkubacni schéma stanoveni:
e do kazdé jamky pipetovano 150 pl kalibratoru, kontrolniho nebo analyzovaného vzorku a 50 ul
pracovniho roztoku konjugatu atrazin-HRP,
inkubace pii 18 az 25°C po dobu 2 hodiny, bez téepant,
reakéni smés odsata, jamky 4x promyty a obsah odsat,
do kazdé jamky pipetovano 200 ul TMB substratu,
inkubace pii 18 az 25°C po dobu 20 minut ve tmé&, bez téepant,
do kazdé jamky pipetovano 50 pl STOP roztoku,
zmétena absorbance pii 450 nm.

K pipetovani byly pouzity mikropipety NICHYRIO. K promyvani byl pouzit automaticky promyvac
mikrotitraénich desticek - washer COLUMBUS SLT. K méfeni absorbance byl pouzit fotometr k méfeni
mikrotitraénich desti¢ek ELISA SLT SUNRISE. K vyhodnoceni analyzy byl pouzit program KIMsoft.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno s vyuzitim software S.A.S. verze 8.2. Podle vztaht (1) az (4) byly
vypocteny vybrané statistické charakteristriky — senzitivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota PPV,
negativni prediktivni hodnota NPV.
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TP pocet spravné pozitivnich vysledk
TN pocet spravné negativnich vysledkt
FP pocet falesné pozitivnich vysledkd
FN pocet faleSné negativnich vysledki

Byla zjisténa a ovérena normalita rozdéleni sledovanych parametrti a provedena korela¢ni analyza.



3. Vysledky porovnani stanoveni atrazinu

Porovnani obou metod — ELISA a separacni techniky, bylo pro zjednoduseni zalozeno na ptedpokladu, ze rutinni
analytické laboratofe pracuji (i s ohledem na certifikaci ISO 17025) zcela shodné, pfestoze realné mezi jejich
vysledky existuji rozdily.

Vysledky stanoveni atrazinu jsou uvedeny v tab. 1., vybrané statistické charakteristiky jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 1.: Vysledky stanoveni atrazinu

&slo datum ELISA | hodnoceni | GCmMs, | Dodmoceni .
stanoveni | 2nalyzy [ug/] ELISA | HPLC [ug/1] | OC/MS, | laboratof
ELISA HPLC
1 19.10.2007| 0,067 NEG 0,070 NEG A
2 19.10.2007| 0,017 NEG 0,209 POZ A
3 19.10.2007| 0,082 NEG 0,082 NEG A
4 19.10.2007| 0,016 NEG 0,019 NEG A
5 12.11.2007| 0,059 NEG 0,070 NEG A
6 12.11.2007| 0,107 POZ 0,130 POZ A
7 19.10.2007| 0276 POZ 0,293 POZ B
8 9.7.2007| 0,236 POZ 0,272 POZ B
9 29.5.2008| 0,087 NEG 0,044 NEG B
10 25.5.2007| 0,095 NEG 0,053 NEG B
11 9.4.2008| 0,222 POZ 0,107 POZ B
12 9.42008| 0,250 POZ 0,177 POZ B
13 9.4.2008| 0,083 NEG 0,056 NEG B
14 9.4.2008| 0,082 NEG 0,056 NEG B
15 9.42008| 0,105 POZ 0,041 NEG B
16 9.42008| 0,131 POZ 0,041 NEG B
17 9.4.2008| 0,533 POZ 0,665 POZ B
18 9.4.2008| 0,148 POZ 0,080 NEG B
19 9.42008| 0,250 POZ 0,103 POZ B
20 21.10.2008| 0,105 POZ 0,118 POZ B
21 21.10.2008| 0,189 POZ 0,185 POZ B
22 21.10.2008| 0,039 NEG 0,086 NEG B
23 21.10.2008 |  <0,030 NEG <0,025 NEG B
24 7.11.2008| 0,098 NEG 0,149 POZ B
25 7.11.2008 | 0,226 POZ 0,319 POZ B
26 7.11.2008| 0,192 POZ 0,290 POZ B
27 23.12.2008| 0,030 NEG 0,046 NEG B
28 23.12.2008| 0,050 NEG 0,074 NEG B
29 42.2008| 0,031 NEG 0,030 NEG C




islo a‘lilztlt;‘;y ELISA | hodnoceni | GC/MS, hg‘giflgni Lborato
stanoveni ELISA [ng/1] ELISA HPLC [pg/1] HPLC ’
30 422008| 0,081 NEG 0,080 NEG C
31 3.3.2008| 0,034 NEG 0,040 NEG C
32 3.3.2008| 0,095 NEG 0,110 POZ C
33 7.42008| 0,082 NEG 0,110 POZ C
34 7.42008| 0,025 NEG 0,020 NEG C
35 5.5.2008| 0,037 NEG 0,030 NEG C
36 5.5.2008| 0,086 NEG 0,100 POZ C
37 2.62008| 0,036 NEG 0,040 NEG C
38 2.62008| 0,207 POZ 0,230 POZ C
39 11.82008| 0,039 NEG 0,040 NEG C
40 11.82008| 0,094 NEG 0,080 NEG C
41 1.9.2008| 0,089 NEG 0,080 NEG C
4 1.9.2008| 0,048 NEG 0,030 NEG C
43 8102008 | 0,094 NEG 0,080 NEG C
44 8102008 | 0,036 NEG 0,040 NEG C
45 7.11.2008| 0,079 NEG 0,080 NEG C
46 7.11.2008| 0,038 NEG 0,030 NEG C
47 2.12.2008| 0,093 NEG 0,130 POZ C
48 2.12.2008| 0,041 NEG 0,080 NEG C
49 17.12.2008 | <0,030 NEG 0,017 NEG C
50 17.12.2008 | <0,030 NEG <0,005 NEG C
51 17.12.2008 | <0,030 NEG <0,005 NEG C
52 17.12.2008 | <0,030 NEG <0,005 NEG C
53 17.12.2008| 0,294 POZ 0,423 POZ C
54 17.12.2008 | <0,030 NEG <0,005 NEG C
55 17.12.2008| 0,715 POZ 1,100 POZ C
56 17.12.2008| 1,860 POZ 2,460 POZ C
57 17.12.2008| 0,620 POZ 0,846 POZ C
58 17.12.2008 | <0,030 NEG <0,005 NEG C
59 17.12.2008 | <0,030 NEG <0,005 NEG C
60 17.12.2008| 0,066 NEG 0,133 POZ C
61 17.12.2008 | <0,030 NEG 0,017 NEG C
62 14.7.2008| 0,850 POZ 0,987 POZ C
63 14.7.2008| 0,080 NEG 0,081 NEG C
64 14.7.2008| 0,130 POZ 0,108 POZ C
65 7.112008| 0,543 POZ 0,568 POZ C
66 7.11.2008| 0,077 NEG 0,067 NEG C
67 7.112008| 0,111 POZ 0,103 POZ C




Tab. 2.: Vybrané statistické charakteristiky

pocet spravné pozitivnich vysledkl 20
pocet spravné negativnich vysledka 37
pocet faleSn¢ pozitivnich vysledki 3
pocet faleSn¢ negativnich vysledki 7
specificita [%] 92,5
senzitivita [%] 74,1
pozitivni prediktivni hodnota [%] 87,0
negativni prediktivni hodnota [%] 84,1
ucinnost [%] 85,1

Jako srovnavaci byly pro vypocet vybranych statistickych charakteristik pouzity vysledky a hodnoceni stanoveni
metodami HPLC a GC/MS. Uvedené analyzy byly provedeny v rutinnich laboratofich, k tceliim této prace zde
vtab. 1. oznaCenych pismeny A, B a C. FisherGv exaktni test byl pouzit pro zhodnoceni miry zavislosti
hodnoceni vysledkli mezi metodami ELISA a HPLC, GC/MS a prokézal zavislost s vysokou statistickou
vyznamnosti (p <0,0001).

Z hodnoceni numerickych vysledkd byly vylouceny vysledky stanoveni reprezentované pouze hornim limitem
(<0,030 pro ELISA; <0,005 pro HPLC a GC/MS). Byla ovétfena normalita sledovanych parametrt, seznam testd
s vysledky p-hodnot je uveden v tab. 3.

Tab. 3.: Provedené testy normality

Shapiro - Wilk p<0,0001
Kolmogorov - Smirnov p<0,0100
Cramer - von Mieses p<0,0050
Anderson - Darling p<0,0050

Pro ucely statistického testovani byl pouzit neparametricky Wilcoxonuv test, na jehoz zakladé jsme zamitli
hypotézu o nulovém rozdilu mezi vysledky porovnavanych metod (Wilcoxon p=0,0963). Navic median
diference mezi vysledky ¢inil pouze 0,0035 ng/ml, coz se vzhledem pro planovany ucel vyuziti metody ELISA
nezda byt vyznamné.

Rozdéleni sledovanych parametrti neni gaussovské, nebyla proto provedena regresni, ale korelacni analyza.
Vzhledem k rozdéleni parametrd byl vypocten Spearmanniiv korelaéni koeficient rs=0,783, ktery se ukazal jako
vysoce vyznamny (p<0,0001). Vysledky jsou znazornény na obr. 2.
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Referen¢ni metoda: HPLC , GC/MS (atrazin, ng/ml)

Obr. 2.: Porovnani vysledkd stanoveni atrazinu
4) Pohled na problematiku stanoveni z hlediska provozovatele vodovodu

I piesto, Ze uziti pesticidnich latek je v CR jiz nékolik let zakazano, je diky fadé historickych ekologicky zatézi
problematika jejich vyskytu v pitnych vodach stale jednim z nejvyznamnéjsich problémil provozovatell zdroja
pitnych vod a vodovodd. V souvislosti s tim stale roste diiraz na spolehlivé a dostupné analytické stanoveni
téchto latek.

Z pohledu provozovatele je tfeba mit k dispozici na jedné stran¢ velmi pfesnd a instrumentalné slozita stanoveni
(GC + MS apod.), ktera jsou nezastupitelna pii kontrole kvality dodévané pitné vody u spotiebitele.
V souvislosti s provozni kontrolou Grovné kontaminace v n€kterych zdrojich nebo pfipadné s kontrolou provozu
upraven vod pro odstranéni pesticidnich latek je vSak vhodné mit také k dispozici stanoveni rychlejsi, mén¢
slozit¢ a v neposledni fadé méné nakladné. V této souvislosti povazujeme metodu ELISA za velmi vhodny
nastroj, ktery ma velkou perspektivu mit velké vyuziti v provozni oblasti. Podminkou pro toto vyuziti je vSak z
naseho hlediska doplnéni této metody o moznost stejného stanoveni desethylatrazinu.

5) Zavér

Byla zjisténa vyznamna korelace mezi vysledky stanoveni atrazinu ve vzorcich pitnych vod metodou ELISA a
separacnimi technikami HPLC a GC/MS. Rovnéz vysledky senzitivity, specificity a prediktivnich hodnot lze
hodnotit jako velmi pfiznivé. To podporuje opravnénost pouziti testované ELISA soupravy ke screeningovym
meéfenim obsahu atrazinu v pitnych vodach. Pfi studii se potvrdila jednoduchost provedeni analyzy metodou
ELISA, jeji Casova, pfistrojovd a ekonomickd nenarocnost. Vzorky pied touto analyzou nebyly nijak
upravovany, atrazin byl stanoven pfimo bez nutnosti extrakce. K analyze bylo tfeba jen velmi malé mnoZzstvi
vzorku. Vzorky pitnych vod byly k analyze zasilany i postou.



Pouziti metody ELISA ke stanoveni atrazinu v pitnych a povrchovych vodach neni u nas obvyklé. Této metody
pouzivaji pouze vyzkumné instituce, rutinné vyuzivana neni. Z hlediska provozovatelti vodovodu a laboratoii se
vSak jevi jako novy a velmi zajimavy analyticky nastroj, ktery ma velky potencidl nejen jako screeningové
kvalitativni stanoveni.

Cilem tohoto pfispévku je informovat co nejvétsi cast odborné vetejnosti o prednostech tohoto postupu a piispét
tak k jeho Sir§imu praktickému vyuziti jako je tomu v zahranici [1,6,7].

Ve sbéru vzorkl, stanoveni atrazinu a statistickém vyhodnocovani pokracujeme. Na vysledky dosavadniho
statistického hodnoceni pohlizime realisticky, povazujeme je vSak za povzbudivé.
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