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1. UVOD



Cefuroxim je antibiotikum z druhé generace cefalosporind, patfi do
skupiny antibiotik, které se podobaji penicilinim, ale jsou rezistentni vUci
beta — laktamaze a jsou ucinna jak proti grampozitivnim, tak proti
gramnegativnim bakteriim. (1)

Pro stanoveni tkanové koncentrace cefuroximu béhem
kardiochirurgké operace v mimotélnim obé&hu v ramci mikrodialyzaéni
studie jsme zavedli metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Tato diplomova prace se zabyva vypracovanim metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie pro stanoveni hladiny cefuroximu
v plasmé a mikrodialyzatu, jeji validaci a ovéfenim vhodnosti pouzitelnosti

nové bioanalytické metody v uvedené klinické studii.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Cefuroxim

2.1.1. Chemické a fyzikalné chemické vlastnosti cefuroximu

Cefuroxim je bila krystalicka latka. Jeji chemicky nazev je [6R-[6a
,B(2)]]-3-[[(Aminocarbonyl)oxy]metyl]-7-[[2-furanyl(methoxyimino)
acetyllamino]-8-oxo-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylic acid.

3)

Doo2az

C16H16N4OsS (3)
Molekulova hmotnost: 424,39

Cefuroxim je rozpustny ve vodé. (3)

2.1.2. Farmakologie

2.1.2.1. Antimikrobialni aktivita

Mechanismus ucinku cefalosporintl je podobny mechanismu uc&inku
penicilind. Spociva ve vazbé na specifické vazebné proteiny pro peniciliny
( penicillinbinding proteins — PBP ), které na bakteriich slouzi jako

receptory, dale inhibuji syntézu bunécné stény blokadou transpeptidace



peptidoglykanu, a aktivaci autolytickych enzymd v bunécné sténé, ktera
vede k letalnimu poskozeni bakterie.

Rezistence vuc&i cefalosporindm muaze byt dusledkem Spatného
praniku cefalosporin do bakterii, nepfitomnosti PBP pro dany
cefalosporin, degradace cefalosporind beta — laktamazami, vyskytu
specialnich beta — laktamaz bé&hem |écby nékterych gramnegativnich
tyCinek a neschopnosti aktivovat autolytické enzymy bunécné stény.
Obecné jsou tato léCiva ucinna proti mikroorganismim, na néz pusobi
cefalosporiny prvni generace, jako jsou grampozitivni koky vcetné
pneumokokd, viridujici streptokoky, hemolytické streptokoky skupiny A a
S. aureus, ale maji oproti nim rozSifené pusobeni na gramnegativni
bakterie. Citlivé jsou obvykle Enterobacter sp., Klebsiella sp. vcetné
kmenu rezistentnich va&i cefalotinu, a Proteus sp.. Cefamandol,
cefuroxim, cefonicid, ceforamid a cefaclor jsou ucinné proti H. influenzae,
ale ne proti Serratia nebo B.fragilis. VSechny cefalosporiny druhé
generace pusobi na grampozitivni bakterie méné nez cefalosporiny prvni

generace a zadny nepUsobi na enterokoky a na P.aeruginosa. (1)

2.1.2.2. Farmakokinetika a davkovani

Peroralni aplikace: Cefuroxim — axetil maze byt podavan ve formé
kapsli nebo suspenze, obvykla davka pro dospélé je 10 — 15 mg/kg/den,
ve 3 — 4 davkach, pro déti 20 — 40 mg/kg/den, az do maximalni davky 1
g/den.

Intravendzni aplikace: Cefuroxim ( Axetine, Medochemie Ltd.,
Limassol, Kypr ). Jeho plasmaticky polo¢as je kolem 70 min., vyluCuje se
z 50% glomerularni filtraci, z 50% tubularni sekreci, obvyklé davkovani je
750 mg—1,5g po 8 hod. (1)

Pouziva se pfi kardiochirurgickych operacich jako profylaxe
postoperacnich infek&nich komplikaci béhem kardiochirurgické operace.
Doporucené davkovani: 1. davka — 3 g Axetine v uvodu do celkové

anestezie, 2. davka — 1,5 g Axetine po podani protaminu. DalSi davka —
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revaskulizace po 8 hod. 1,5 g 1x, vykon na chlopni po 8 hod. 1,5 g do

druhého pooperacniho dne.

11



2.2. Analytické metody pro stanoveni cefuroximu

Pro stanoveni koncentraci cefuroximu v biologickém materialu se
pouzivaji metody separacni, pfedevSim kapilarni zonova elektroforéza
(CZE) a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Nasledujici
tabulka uvadi v prehledu nékteré vybrané CZE a HPLC metody a jejich
charakeristiky, jako je zpusob upravy vzorku pfed vlastni analyzou
(extrakce kapalina — kapalina, extrakce na pevnych fazich, deproteinace),

vinova délka pfi UV detekci, pouzity vnitini standard.

Tab. 1. Tabulka pfehledu analytickych metod pro stanoveni cefuroximu

Material |Uprava |Detekce | Vnitini MF / Metoda | Citace
vzorku |(nm) standrd | Elektrolyt
Plasma,  |Deprotei |270 CZE 9
mikrodial. nace
ACN
Mo¢, zlu¢ Mo¢ — 210 50mecitrétovy CZE 10
filtrace i
pres 0,2
um
BAL SPE 280 cefaloridin |15%ACN85% 'HP| C |4
amonium fosfat
Sérum, | Extrakce 254 gom'“gmum HPLC |8
moc¢, Zluc do acetat / ACN
metylen
chloridu
Plasma 254 cefotaxim |85%002M HPIC |5
acetat.pufr 15%
ACN
Plasma, |SPE 265 cefazolin f85%0'05M HPLC |6
moé o_sf.pufr*_-0,01 M
trietylamin,
9%ACN,
6%MeOH
Plasma, | Deprotei | 240 cefoxitin | "imeiamoniu |HPLC |7
serum, nace [ir:ri;?)Tnlfo,sf ufr,
likvor, ZIug, K oo ACN.
modg, ACN HO ’
synov.t.,
pleur.t.,
periton.t.

12



Vysvétlivky k tab.1.:

ACN acetonitril

SPE extrakce na pevnych fazich
BAL bronchoalveolarni lavaz
MeOH metanol

MF mobilni faze

Na zakladé provedené literarni reSerSe a predbézného testovani
podminek jsme se rozhodli pfipravovat vzorky extrakci cefuroximu z

plasmy do metylenchloridu a jako vnitfni standard pouzit cefoxitin.

CO.Na

o

Dlonosodiur (6.8 TR)-3-carbarnorloe yrne thyl-T-rethoxye
&-oxo-T-[[thiophen- 2-ylacetylaming] - 5-fhia-1-
azghicyelo[4.2.0oc t-2-ene - 2-cartboxdate

Cefuroxim jsme detekovali pfi vinové délce 254nm na detektoru diodového

pole. DetailnéjSi podminky analytického postupu jsou uvedeny v kapitole
4.
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2.3. Princip a instrumentalni vybaveni pro metodu vysokouc€inné

kapalinové chromatogrfie

2.3.1. Uvod

Instrumentalni vybaveni pro metodu vysokoucinné kapalinoveé
chromatogrfie zahrnuje automaticky davkovac, pumpu, zasobnik mobilni
faze, modul na odvzdusnéni mobilni faze (on line degaser nebo zafizeni
pro pfivod helia do zasobnikl mobilni faze), modul zajistujici uloZeni
kolony a detektor, napf. UV — VIS spektrofotometr, detektor diodového
pole, fluorescenéni detektor, elektrochemicky detektor, hmotnostni
detektor.

Pro automaticky provoz je vySe popsany systém vybaven
chromatografickym managerem napr. EMPOWER (Waters).
Chromatograficky manager zajiStuje Fizeni modull dle nadefinovanych

vlozenych parametru, sbér a vyhodnocovani dat a diagnostiku systému.

Obr. 1. Schéma kapalinového chromatografu

CHECRWATOSGES M
Em
T 14
pumpa E“‘ piky
. 'g“ﬂ
mobllni[E) B e e R
faze [ wRrén ae [prin]
i =
damlov ac pocitac
lzohout se

=
smyckou separacni
kolona detektor O
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2.3.2. Princip chromatografie na reverzni fazi

Pfevazujicim usporadanim pfi analyze kapalinovou chromatografii
je separace na reverzni fazi.

Jedna se o typ rozdélovaci chromatografie, kdy stacionarni fazi je
nepolarni kapalina ukotvena na nosic¢i a mobilni fazi kapalina polarné;si.
Dnes pouzivané stacionarni nepolarni faze jsou tvoreny uhlovodikovymi
fetézci C4 — Cys, které jsou chemicky vazané na nosi¢ napf. grafitové nebo
uhlikem potazené silikagely, kopolymery styrenu, divinylbenzenu atd. Ve
vétsiné aplikaci této metody slouzi jako mobilni faze smés vody a
organického rozpoustédla (acetonitrilu, isopropanolu, metanolu apod.).
Vzhledem k nepolarnimu charakteru stacionarni faze k ni maji vétsi afinitu
latky s vyS$8im obsahem hydrofobnich oblasti, tedy méné polarni. Latky z
kolony se postupné eluuji rostoucim gradientem organického rozpoustédla
(12).

2.3.3.Charakteristika detektoru diodového pole

Jednim z €asto pouzivanych detektorl je detektor diodového pole.

Detektor diodového pole pracuje na principu paralelni detekce v
celé sledované oblasti spektra. Umozniuje kontinualni ziskavani
spektralnich informaci a ziskani tfetiho rozméru vedle parametru €asu a
absorbance bez toho, Ze by bylo tfeba zastavovat prutok (13, 14).

Systém CoCek soustfeduje polychromatické svétlo z deuteriové
lampy. Po prachodu pratokovou celou se svétlo rozklada na povrchu
difrak&ni mfizky a dopada na diodové pole tvofené 512 fotodiodami. Na
kazdou z nich dopada uzky svazek zareni o urcCité vinové délce. Kazda
fotodioda je spojena s kondenzatorem, pfedem nabitym na urcCitou
hodnotu. Elektricky proud, vznikajici po dopadu zareni na fotodiodu, vybije
kondenzator umérné velikosti intenzity zafivého toku. Po té se
kondenzatory dobiji. MéFfi se proud spotfebovany na dobiti kazdé

fotodiody a po digitalizaci se jeho hodnota uklada do paméti pocitace. Z ni
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lze vyvolavat a zpracovavat uloZenou trojrozmérnou matici dat

absorbance — vinova délka — ¢as (13, 15).

Detektor diodového pole umoznuje:

1.

2B

detekci pfi vinové délce odpovidajici absorpénimu maximu kazdé
latky

vybér vinové délky, ktera je pro jednotlivé slozky nejoptimalnéjsi z
hlediska citlivosti i minimalni interference pozadi

soucasnou detekci a integraci piku pfi nékolika vinovych délkach
ziskani trojrozmérnych prostorovych chromatogram

sCitani signalu pfi nékolika vinovych délkach

kontrolu Cistoty pikl, snimana spektra v pribéhu eluce pikl jsou
porovnavana a pocitac provadi vypocet faktoru Cistoty

pro ovéreni identity piku se vedle retenCniho €asu uplatni i UV/VIS
spektrum, které se porovna se spektrem standardu v knihovné
spekter. K potvrzeni identity piku slouzi i vypocet faktoru shody
mezi spektrem ziskanym pfi eluci piku a spektrem standardu v

knihovné spekter(13).
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2.4. Mikrodialyza
2.4.1.Princip mikrodialyzy

Nova bioanalytika metoda pro stanoveni cefuroximu byla zavadéna
pro ucely klinické studie, ktera vyuZivala jako jeden z metodickych
pristupt techniku mikrodialyzy.

Mikrodialyza je zaloZena na ziskavani vzorkd solubilnich latek
zintersticialnino  prostoru  tkani  pfestupujicich  semipermeabilni
membranou umisténou na vrcholu mikrodialyzacni sondy. (16)

Principem je napodobit funkci krevni kapilary, ta je pFedstavovana

mikrodialyza¢ni sondou oplachovanou vhodnym elektrolytovym roztokem.

Obr.2. Schematické znazornéni principu intersticialni mikrodialyzy.

Sonda v extracelularnim prostoru napodobuje funkci kapilary.

<«=»

J

blood capillary
microdialysis catheter

\

extracellular fluid
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Vyuzivaji se dva typy sond, které se liSi usporadanim pfivodné a odvodné
kanyly. Prvni systém tvofi pfivodni kanyla pfipojena k jednomu, a odvodna
kanyla pfipojena ke druhému konci vlastni mikrodialyzacni sondy, tzv.
sériové usporadani. Druhy systém predstavuji komercné vyrabéné sondy.
Pfivodna a odvodna kanyla jsou zasunuty z Casti do sebe a tvofi tak
sondu s dvojitym luminem. Na vrcholu sondy roztok prochazi volné do
vngjsi, odvodné kanyly. Cast vngjsi kanyly je tvofena vlastni

semipermeabilni membranou.

Obr. 3. Znazornéni komeréné vyrabéné sondy pro pouZiti v podkozni
tkani. Z vnitfni kanyly prochazi perfuzni roztok do vnéjsi kanyly obsahuijici

semipermeabilni membranu, tzv. paralelni usporadani

Semipermeabilni membrana, ktera je nejCastéji vyrobena
z polyamidu nebo polyétersulfonu je nejdilezitéjSi Casti systému, svymi

vlastnostmi ma vliv na pfestup latek do mikrodialyzatu. (17) Hodnota ,cut
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off “ membrany se pohybuje od 1000 — 50000 daltonu. (18) Pfivodna
kanyla je napojena k mikropumpé a kontinualné proplachovana
fyziologicky neutralnim roztokem ( Ringerlv roztok ). Rychlost perfuze se
pohybuje mezi 0,1 — 10 pl/min. Nizké rychlosti je tfeba k dokonalému
vyrovnavani koncentraci latek mezi intersticialni tekutinou a perfuznim
roztokem v sondé. K vyrovnavani dochazi na zakladé difuze latek podél
svého koncentracniho gradientu pfes dialyzaéni membranu. Snaze
prestupuji latky malé molekulové hmotnosti a lipofilni. Malé molekuly
vazaneé na bilkovinné nosiCe prochazeji obtizné, proto Ize mikrodialyzou
stanovit pouze koncentraci volnych nevazanych latek. (18) K difuzi
dochazi obéma sméry tedy i z kanyly do intersticia. Mikrodialyzat je
shromazdovan a nasledné analyzovan nebo dochazi pfimo k on line
analyze. (16, 20) Metodou intersticialni mikrodialyzy je méfena
koncentrace latek v intersticialnim prostoru v tésné blizkosti sondy. Tento
prostor byl podle nékterych studii vypocéten na pfiblizné 100 mg tkané.
Intercelularni koncentrace se neméfi. (19)

Skute€na koncentrace latek v extracelularnim prostoru nemuze byt
urena pouze z koncentrace latky v mikrodialyzatu, protoZe dochazi
k nedokonalému vyrovnani koncentraci latek mezi intersticiem a
perfuznim roztokem v sondé. Pro tento odhad je tfeba znat k pFfepoctu
hodnotu tzv. recovery C&i extrakéni frakci.(20) RozliSujeme absolutni a
relativni recovery. NejCastéji uvadime hodnotu relativni recovery
v procentech vyjadfujici pomér mezi koncentraci latky v mikrodialyzatu a
v intersticialnim prostoru, recovery (%) = 100 x koncentrace v dialyzatu /
koncentrace v intersticiu. Zakladni faktory, které ovliviiuji hodnotu recovery
jsou: délka a pramér membrany, rychlost perfuze, teplota prostiedi,
hodnota cut of v dialyzacni membrané, fyzikalni a chemické vlastnosti
sledované latky, tkafova rezistence, molekularni hmotnost latky,
schopnost vazby na membranu sondy, pH prostfedi a degradace latky
v prostiedi. (18, 22)
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2.4.2 Vyuziti mikrodialyzy

Mikrodialyza se ukazala jako velmi nadéjna metoda ve
farmakokinetickych a farmakodynamickych studiich, protoze dostatecné
sérové koncentrace |éCiva nejsou vzdy spojeny s adekvatni klinickou
odpovédi. PFiCinou selhani lécby mulze byt nedostatecna koncentrace
latky v misté jeho plUsobeni. (2) Mikrodialyza jiz nasla své uplatnéni pfi
stanoveni tkanovych koncentraci antibakterialnich latek ve snaze o
optimalizaci antiinfekéni terapie a profylaxe, k ur€eni tkanové koncentrace
chemoterapeutik v nékterych solidnich nadorech, uplatnéni na$la i pfi
studiu metabolismu mnoha endogennich a exogennich latek v tkanich
zivych organismu (21). Svalova a podkozni tkan jsou pro svou pfistupnost
Castym mistem aplikace mikrodialyza¢ni sondy. (22) Mikrodialyza je
vyuzitelna v intenzivni péci u neurochirurgicky nemocnych k monitorovani
sekundarni ischemie pfi poranéni mozkoveé tkané. V kardiochirurgii se
vyuziva mikrodialyzy pro minimalni rozméry sondy dovolujici bezpecnou
aplikaci sondy do stény srdecni komory a mezikomoroveho septa i b&éhem
srde¢ni operace. V souCasné dobé probiha mikrodialyza¢ni studie
tkanovych koncentraci profylakticky podavaného antibiotika béhem
srdeCni operace v mimotélnim obéhu. Pfedstavuje bezpecnou metodu
k ziskavani vzorku biologického materialu z mist, ktera nejsou zadnou

jinou metodou pfistupna. (2)
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3. CiL
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Cilem diplomové prace bylo:

- zavést a validovat metodu vysokouc€inné kapalinové chromatografie pro
stanoveni cefuroximu v plasmé a mikrodialyzatu

- OVéfit pouzitelnost nové bioanalytické metody v klinické studii pfi
profylaktickém podavani cefuroximu béhem kadiochirugické operace u

pacientl
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. Pouzité chemikalie, biologicky material, pomucky a pfistroje

4.1.1. Chemikalie

cefuroxime sodium salt (Sigma Aldrich, USA)

cefoxitin sodim salt (Sigma Aldrich, USA)

acetonitri CHROMASOLV pro HPLC, gradient grade (Sigma
Alrich, USA)

octan amonny (Merck Darmstadt, Némecko)

Ringeruav roztok (Braun Melsungen AG, Némecko)

dichlormethan pro chromatografii, LiChrosolv(R) stabilizovany
20ppm (Merck Darmastadt, Némecko)

voda Cisténa reverzni osmoézou (Millipore, USA)

4.1.2. Biologicky material

Smésna plasma od zdravych darci testovana jako negativni na
pfitomnost vird hepatitidy A, B a HIV, uchovavana pfi teploté — 70 °C.
Vzorky pacientl uchovavané pfi teploté — 70 °C, vzorky z mikrodialyzy

uchovavané pfi teploté — 70 °C.

4.1.3. PomUcky

laboratorni sklo (Simax, CR)
odmeérné banky 10 ml,1000 ml
kalibrované zkumavky
kadinky
borosilikatové zkumavky
automatické pipety digitalni nastavitelné Finnpipettes (Labsystems,
Finsko)
parafilm (American National Can, USA)
mikrozkumavky s vickem

Microcon YM — 10 (Amicon, Millipore Corporation, USA)
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membranovy filtr SUPOR — 450 (47 mm, velikost pord 0,45 um,
Gelman Sciences, USA)

membranovy filtr PTFE (47 mm, velikost pérd 0,45 pm, Gelman
Sciences, USA)

vialky a inzertky

4.1.4. Pristroje

Separaéni modul 2695, PDA detektor 996, chromatograficky
manager EMPOWER (Waters, USA), PeltierGv kolonovy termostat Jet-
Stream (Thermotechnic Products)

analytické vahy SARTORIUS (AG Gottingen, Némecko)

ultrazvukova lazefi TRANSSONIC 420 (Elma, Némecko)

filtraCni zafizeni (Supelco, USA)

laboratorni tfepacka Reax 2 (Heidolph, Némecko)

pH — metr PHM 93 (Radiometer, Dansko)

laboratorni tfepacka IKA VIBRAX basic (Janke a Kungel, Némecko)

centrifuga BIOFUGE 15 R (Heraeus, Némecko)

centrifuga MEGAFUGE 1.0 R (Heraeus, Némecko)
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4.2. Pracovni postup

4.2.1. Pfiprava roztoku

1.pfiprava zasobniho roztoku standardu cefuroximu:

rozpustili jsme 2 mg standardu cefuroximu ve 2 ml Ringrova roztoku

2.pfiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu cefoxitinu:

rozpustili jsme 1 mg cefoxitinu v 10 ml Ringrova roztoku

Zasobni roztoky jsme pfipravovali vzdy Cerstvé.

4.2.2. Priprava kalibraénich vzorkd v Ringrové roztoku

Pripravovali jsme pét kalibracnich roztokd. Zasobni roztok
cefuroximu jsme Fedili 10x Ringrovym roztokem to odpovida koncentraci
100 pg/ml tj.K5, dale jsme fedili Ringrovym roztokem na polovinu K4 - 50
pg/ml, K3 - 25 pg/ml, K2 - 125 pug/ml, K1 - 6.25 pg/ml. Do cCtyf
mikrozkumavek jsme pipetovali 50 pl Ringrova roztoku. Do ctvrté
mikrozkumavky jsme pfipipetovali 50 ul 10x fedéného zasobniho roztoku

cefuroximu, zamichali pomoci laboratorni tfepacky a prepipetovali 50 pl do
tfreti mikrozkumavky. Takto jsme pokracovali az po prvni mikrozkumavku.

Ziskali jsme tak Fadu péti kalibra¢nich roztoku.

4.2.3. Pfiprava kalibra€nich roztokd v plasmé

Do mikrozkumavky jsme ke 100 pl zasobniho roztoku cefuroximu
napipetovali 900 ul blankové plasmy — koncentrace odpovida 100 mg/l tj.
K5. Do dalSich ¢tyfech mikrozkumavek jsme napipetovali 500 pl blankové
plasmy. Do Ctvrté mikrozkumavky jsme pfipipetovali 500 ul K5, zamichali

pomoci laboratorni tfepacky a pfepipetovali 500 pl do tfeti mikrozkumavky.
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Takto jsme pokraCovali az po prvni mikrozkumavku. Ziskali jsme tak fadu

péti kalibraénich roztokau.

4.2.4. Vlastni analyza vzorkd z mikrodialyzy

Vzorky kalibragni i vlastni vzorky dialyzat( jsme pipetovali v objemu
20 pl do mikrozkumavek a pfipipetovali jsme k nim 20 pl na 1/3 fedény
vnitini standard cefoxitinu. Vzorky jsme promichali na laboratorni tfepacce

a odpipetovali do insertek. Nastfik na kolonu byl 20 pl.

4.2.5. Vazebnost cefuroximu na bilkoviny plasmy — metoda ultrafiltrace

Do kolonek MICROCON YM 10 jsme do nastavce umisténého ve
zkumavce nad membranu pipetovali 500 pl vzorku plasmy. Vzorky jsme
uzavreli vickem a provedli jsme centrifugaci pfi 13000 ot./min. 25 minut pfi
20 °C. Do mikrozkumavek jsme odpipetovali 20 pl ultrafiltratu a
pfipipetovali jsme k nim 20 ul na 1/3 fedény vnitini standard cefoxitinu.
Vzorky jsme promichali na laboratorni tfepacce a odpipetovali do insertek.

Nastfik na kolonu byl 20 pl.

4.2.6. Extrakéni postup u vzorkl plasmy

K analyze jsme pipetovali do mikrozkumavek 500 pl plasmy a 200
pl roztoku vnitfniho standardu cefoxitinu (nefedéného). Pfidali jsme 500 ul
acetonitrilu a pét minut jsme tfepali na laboratorni tfepacce. Potom jsme
vzorky centrifugovali 10 minut pfi 13000 ot./min. pfi 4 °C. Do
borosilikatovych zkumavek jsme odpipetovali 850 ul supernatantu, pfidali
jsme 7 ml dichlormetanu. Nasledovala ekvilibrace 10 minut v lednici.
Potom jsme vzorky 10 minut tfepali na laboratorni tfepacce REAX 2. Dale
jsme provedli centrifugaci 10 minut pfi 4 °C pfi 3500 ot./min. Po té jsme

pipetovali 120 ul horni vrstvy do insertek a na kolonu jsme aplikovali 20 pl.
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4.2.7. Chromatografické podminky

Chromatograf: Waters — Alliance, Separacni modul 2695 s PDA
detektorem 996, s Peltierovym kolonovym termostatem Jet — Stream,
vybaveny softwarem EMPOWER.

Kolona: Separace analytd se uskuteCnila na koloné ASCENTIS
Amide C16 5um x 150mm (Supelco) s predkolonou Symmetry C 18 5um
3,9 x 20mm (Waters).

Mobilni faze: obsahovala 85% 20 mM octanu amonného
(filtrovaného pfes membranovy filtr SUPOR) a 15 % acetonitrilu

(filtrovaného pfes membranovy filtr PTFE).

Pfiprava pufru pro mobilni fazi: Navazili jsme 1,5416 g octanu
amonneého a rozpustili v 1 | vody z reverzni osmdzy. Zméfili jsme pH a
pomoci ledové kyseliny octové jsme upravili pH na 5. Po té jsme pufr
prefiltrovali pomoci filtracniho zafizeni pfes membranovy filtr SUPOR a
pred vilastni HPLC analyzou jsme pufr odvzdus$nili 20 minut v ultrazvukové

lazni. Pufr jsme pfipravovali vzdy Cerstvy.

Dalsi HPLC podminky: Na kolonu se aplikovalo 20 pl. Jednalo se o
isokratickou separaci pfi tlaku 1300 Psi, teploté kolony 30 °C, rychlosti
pritoku mobilni faze 0,8 ml/min a s teplotou v autosampleru 10 °C.
Detektor diodového pole umoznoval snimani spekter v rozsahu 195 — 600

nm s rozliSenim 1,2 nm. Cefuroxim jsme kvantifikovali pfi 254 nm.
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4.3. Vyhodnocovani vysledku

4.3.1. Statistické vypocty

1. Vypocet smérodatné odchylky sp:

o IO pocet méfeni
Xiveeeeerens naméfena hodnota
) TP prumérna hodnota

2. Vypocet relativni smérodatné odchylky rsq (%) a variaCniho
koeficientu C, (%):

rsp(Cv) = 100 sp / x

4.3.2. Vypocet valida¢nich parametru

4.3.2.1.Detekeni limit (LOD)

v v

experimentalné. Analyzuji se vzorky o znamé koncentraci a urCi se
minimalni koncentrace, pfi které jesté Ize latku identifikovat.

DalSi postup vychazi ze stanoveni smérodatné odchylky Sumu
zakladni linie v misté, kde nejsou piky. Koncentrace odpovidajici jejimu
trojnasobku je detekéni limit. (23, 24).

Detekcni limit 1ze vypocitat dle rovnice:
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LOD=3sp/S

SD-eeernnnnns smeérodatna odchylka Sumu zakladni linie
S smérnice kalibraCni pfimky zavislosti vySky piku na koncentraci
analytu

Detekeni limit jsme zjiStovali dvéma postupy:

1. SniZovali jsme koncentraci cefuroximu v plasmé& az po hodnotu
0,417 mg/l a u pfipravenych vzorkl jsme porovnali spektrum piku v
oblasti retenéniho <&asu cefuroximu (obr.10a) se spektrem
standardu (obr.10b). Nejniz8i koncentraci pfi niz si spektra
odpovidala, jsme oznacili jako detek¢ni limit.

2. Druhy postup vychazel ze stanoveni Sumu zakladni linie pfi analyze

slepych vzorkd.

4.3.2.2. Limit kvantifikace (LOQ)

v v

pfijatelnou spravnosti a presnosti. Relativni smérodatna odchylka
vyjadfujici nejistotu stanoveni analytu ve vzorku o koncentraci
odpovidajici kvantitativnimu limitu by neméla byt vétsi nez 10 % (25).
Kvantifikaéni limit muze byt také odhadnut jako koncentrace
odpovidajici desetinasobku smérodatné odchylky Sumu zakladni linie

(23,24) nebo vypocten dle rovnice:

LOQ=10sp/S

SDeeeeeeenn smérodatna odchylka Sumu zakladni linie
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S smérnice kalibraCni pfimky zavislosti vysSky piku na koncentraci

analytu

Kvantifikacni limit jsme stanovili méfenim relativni smérodatné
odchylky.

Pfipravili jsme sestupnou fadu koncentraci stanovovaného analytu
a na koncentracnich urovnich blizkych detekCnimu limitu jsme provedli
deset méfeni a vyjadfili parametry pfesnosti a spravnosti. Koncentraci
cefuroximu, u niz rsp nepfesahla 10 % a hodnota vytéznosti spadala do

intervalu od 90 do 110 %, jsme oznacili jako kvantifikacni limit.

4.3.2.3. Linearita a rozsah kalibrac¢ni zavislosti

Linearita je schopnost metody poskytovat vysledky umérné
koncentraci analytu ve vzorku. Je-li chromatograficka metoda linearni, je
kalibracni zavislost vySek nebo ploch pikid na koncentraci analytu ve
vzorku, pfimkova.

Pracovni rozsah metody je koncentra¢ni rozsah, v némz se
dosahuje vysledku s pfijatelnou spolehlivosti (spravnosti a presnosti).

Regresni analyzou, provadénou obvykle metodou nejmensich

Ctvercu, se vypocita regresni pfimka (23, 24, 25).

Pripravili jsme deset kalibracnich roztokll o koncentracich 196,9 mgll,
98,45 mg/l, 49,23 mg/l, 24,61 mg/l, 12,31 mg/l, 6,16 mg/l, 3,08 mg/l, 1,53
mg/l, 0,769 mg/l. Linearni regresi v rozsahu koncentraci 0,769 mg/l —
196,9 mg/l jsme provedli metodou nejmensich ¢&tvercd pomoci

programového vybaveni chromatografu EMPOWER.

4.3.2.4. Presnost stanoveni

Stanovovali jsme presnost v sérii a mezi sériemi jako relativni

smérodatnou odchylku.
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Pfesnost v sérii: Pfesnost v sérii jsme méfili na deviti
koncentracnich urovnich (196,9 mg/l, 98,45 mg/l, 49,23 mg/l, 24,61 mg/l,
12,31 mg/l, 6,16 mg/l, 3,08 mg/l, 1,53 mg/l, 0,769 mg/l ).

Prfesnost mezi sériemi: Pfesnost mezi sériemi jsme méfili na deviti
hladinach (196,9 mg/l, 98,45 mg/l, 49,23 mg/l, 24,61 mg/l, 12,31 mg/l, 6,16
mg/l, 3,08 mg/l, 1,53 mg/l, 0,769 mg/l).

Vzorky pro stanoveni parametrd pFesnosti a spravnosti mezi

sériemi jsme uchovavali pfi — 70 °C.

Vysledky jsme zpracovali formou tabulek (tab. 4., 5.)

4.3.2.5.Spravnost stanoveni (accuracy)

Spravnost stanoveni jsme testovali pomoci vytéZznosti R u analyz
vzorkl se standardnim pfidavkem cefuroximu na deviti koncentragnich
urovnich (196,9 mg/l, 98,45 mg/l, 49,23 mg/l, 24,61 mg/l, 12,31 mg/l, 6,16
mg/l, 3,08 mg/l, 1,53 mg/l, 0,769 mg/l).

Pro vypocet vytéznosti plati vztah:

R =100x / Xp
) CUTUI nalezena pramérna koncentrace latky ve vzorku
XDevennnnns pfipravena koncentrace

Vysledky jsme zaznamenali do tabulky 4 a 5.

4.3.2.6. Extrak¢ni vytéznost

Extrakéni vytéznost je charakteristika vyjadfujici ztraty analytu pfi
daném extrakénim postupu. Je definovana jako pomér stanovovaného
mnozstvi latky extrahované pouzitou metodou z plasmy a stanovovaného

mnozstvi latky ve vodném roztoku (bez extrakce). Pokud byla prokazana
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linearita kalibraCni zavislosti, 1ze extrakéni vytéznost posoudit na zakladé
smérnice pfimky kalibrace z plazmovych extraktd a smérnice pfimky
kalibrace z Ccistych vodnych roztokl analytd. Kalibrace musi byt

vyhodnoceny metodou vnéjsiho standardu. (11)

Pfipravili jsme dvé kalibra¢ni fady o péti koncentraCnich urovnich
(12,31 mg/l, 6,16 mg/l, 3,08 mg/l, 1,53 mg/l, 0,769 mg/l) se tfemi vzorky u
kazdé z nich. Prvni kalibraéni fada byla tvofena roztoky cefuroximu v
Ringrové roztoku a druha vzorky pfipravenymi pfidanim cefuroximu do
plasmy tak, aby byly vysledné koncentrace cefuroximu v Ringrové roztoku
a v plasmé na jednotlivych koncentraCnich urovnich shodné. Vzorky
cefuroximu v plasmé jsme podrobili extrakci.

Ve vzorcich obou kalibraCnich fad jsme metodou vnéjSiho
standardu vypocitali extrakéni vytéZnost cefuroximu pro kazdou

koncentracni uroven z hodnot ploch piku (tab. 6) dle vztahu:

R=100a/ a' (%)

= JRR prumérna plocha piku latky po extrakci

a....... prumérna plocha piku latky ve vzorcich bez extrakce

Vypoctem dle stejného vztahu jsme zjistili extrakéni vytéZznost i pro
vnitini standard na jedné koncentra¢ni urovni (tab. 7)

Provedli jsme linearni regresi a ziskali tak dvé kalibracni pFfimky
(pro vzorky po extrakci a bez extrakce) vyjadfujici zavislost ploch pikd na
koncentraci cefuroximu (obr.12, 13). VytéZnost extrakéniho postupu jsme
hodnotili na zakladé smérnic téchto kalibracnich pfimek. Jeji hodnotu jsme

vypocditali ze vztahu (11):

R=100s, /s,
Speeeernnnns smérnice kalibracni pfimky vzorkl po extrakci
Sverrrnnnnns smérnice kalibra¢ni pfimky v ringrové roztoku
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4.3.2.7. Selektivita

Selektivita je schopnost metody poskytovat spravné a presné
vysledky v pfitomnosti jinych analyti a slozek matrice. Pfedpoklada se
vSak, Zze méfeni byva doprovazeno systematickou chybou (25).

NejCastéji se selektivita ur€uje porovnanim vysledkd analyzy vzorku
s Cistym analytem a vzorkd s rusivymi slozkami (24)

Moznost vlivu interferujicich pikd z plasmy jsme vyloucili analyzou

smésné plasmy bez pfidavku cefuroximu a vnitfniho standardu (obr. 7, 8).

34



4.3.3. Aplikace metody v klinické studii

Mérili jsme hladiny cefuroximu v plasmé a mikrodialyzatu u
nemocnych indikovanych k planované srdecCni operaci — revaskularizaci
nebo chlopenni nahradé, ktefi byli zafazeni do vyzkumu (vyzkumny zamér
FN MZO 00179906, schvaleno Etickou komisi FN HK).

Po uvodu do celkové anestesie se za sterilnich podminek zavedla
mikrodialyzacni sonda do levého musculus deltoideus. V pravidelnych
intervalech se odebirali vzorky mikrodialyzatu ziskaného z periferni tkané.
V danych intervalech se odebirali vzorky krve k urCeni celkové a volné
koncentrace antibiotika v plasmé. V prvni fazi vyzkumu se odbéry
provadeéli v pribéhu operace, v dalsi fazi vyzkumu se provadéli odbéry v
prubéhu operace a v éasném pooperacnim obdobi.

Vzorky jsme uchovavali pfi — 70 °C a snazili jsme se je co
nejrychleji zméfit.

Schéma odbéru vzorku uvadi obr. 4.

Obr. 4.

Intervaly odbéri :

. pribéh operace 2. dévka
ATB ATB
fez MO l sutura
Uvod do CA
1 { klamp : ’ »JIP

;t T T
>'< »>'<¢ >

B 3 B 3 B 4 c 5

e
1 A

\ 4
N>
—

Odbéry krve Odbéry mikrodialyzatu
» 1 - fez kazi » A — pired MO
> 2 — zadatek MO > B — po 30 min. béhem MO
»> 3 — po 30 min. béhem MO » C-po MO
» 4 — konec MO

»> b —sutura klze
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5. VYSLEDKY
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5.1.Chromatografické zaznamy

Obr.5. Chromatograficky zaznam extraktu s obsahem cefuroximu (12,23
mg/l) a vnitfniho standardu cefoxitinu (42,72 mg/l)
Rychlost prutoku mobilni faze (15 % acetonitrilu, 85 % 20 mM octanu

amonného o pH 5) 0,8 ml/min, vinova délka 254 nm, nastfik 20 ul.
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Retenéni ¢as tr cefuroximu: 9,046 min

Retenéni ¢as tr cefoxitinu: 12,214 min
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Obr.6. Chromatograficky zaznam u mikrodialyzatu s obsahem cefuroximu
(12,616 mg/l) a vnitiniho standardu cefoxitinu (42,720 mg/l)
Rychlost prutoku mobilni faze (15 % acetonitrilu, 85 % 20 mM octanu

amonného o pH 5) 0,8 ml/min, vinova délka 254 nm, nastfik 20 ul.
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Obr.7. Chromatogrficky zaznam extraktu plasmy bez pfitomnosti
cefuroximu a vnitfniho standardu cefoxitinu
Rychlost prutoku mobilni faze (15 % acetonitrilu, 85 % 20 mM octanu

amonného o pH 5) 0,8 ml/min, vinova délka 254 nm, nastfik 20 ul.
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Chromatogram doklada nepfitomnost interferujicich komponent.
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Obr.8. Chromatogrficky zaznam mikrodialyzatu (Ringrova roztoku) bez
pfitomnosti cefuroximu a vnitfniho standardu cefoxitinu
Rychlost prutoku mobilni faze (15 % acetonitrilu, 85 % 20 mM octanu

amonného o pH 5) 0,8 ml/min, vinova délka 254 nm, nastfik 20 ul.
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5.2.Validaéni parametry

5.2.1.Detekéni limit LOD
1. Nejniz8i koncentrace cefuroximu, pfi niZz spektrum odpovida

spektru standardu, je 0,417 mg/l.

Obr.9 Chromatogram extraktu vzorku obsahujici cefuroxim v koncentraci
0,417 mg/l (retenéni ¢as 9,358 min.) a vnitini standard v koncentraci 40,40
mg/l (retencni ¢as 12,595 min.)

Rychlost prutoku mobilni faze (15 % acetonitrilu, 85 % 20 mM octanu

amonného o pH 5) 0,8 ml/min, vinova délka 254 nm, nastfik 20 ul.
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Obr.10a. Spektrum cefuroximu (chromatogram obr.9)

1210.,1
00,0018
0,001 2
00,0006
00,0000
228,00 266,00 304,00 342.00 380.00
Obr.10b. Spektrum standardu cefuroximu
273,7
0,021
0,014\ -
0,007
0,000
228.00 266,00 304,00 342,00 380,00
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Tab.2. Smérodatna odchylka Sumu zakladni linie v oblasti retenéniho ¢asu

cefuroximu u sedmi slepych vzorku

¢.vzorku Sp(mAU)
1 0,000207
2 0,000200
3 0,000201
4 0,000210
5
6
7

0,000198
0,000194
0,000191
pramer 0,0002001

2. Stanoveni detekéniho limitu ze Sumu zakladni linie pfi analyze slepych
vzorkU:

LOD=spx3/S

LOD = 0,0002001 x 3/ 1,4395 = 0,417 mg/I

SD-nunennes smérodatna odchylka Sumu zakladni linie (tab.2)
S smérnice pfimkové kalibracni zavislosti ploch pika cefuroximu na
koncentraci
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5.2.2 Kvantifikacni limit LOQ

v v,

presnosti a spravnosti je 0,769 mg/l (rsp = 3,51 %, R = 98,31 %).

Tab. 3.

Kalibraéni
uroven

Teort. konc.
(mg/l)

Namérené
konc. (mg/l)

Pramér
(mg/l)

Sp
(mg/l)

Presnost
rsp ( %)

Spravnost
R (%)

1

0,769

0,782

0,756

0,027

3,51

98,31

0,739

0,734

0,718

0,784

0,760

0,789

0,744
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5.2.3.Linearita kalibraCni zavislosti a pracovni rozsah

Obr.11. Linearni zavislost mezi pomérem koncentraci cefuroximu a
vnitiniho standardu cefoxitinu ve vzorku a pomérem ploch pikl cefuroximu

a vnitfniho standardu cefoxitinu.
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Pracovni rozsah dany kvantifikanim limitem a nejvy$Sim kalibracnim
bodem: 0,769 mg/l — 196,9 mg/I
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5.2.4. Parametry presnosti a spravnosti

Tab.4. Presnost a spravnost metody stanoveni cefuroximu na deviti

koncentracnich Urovnich v sérii:

Kalibraéni
urovern

Teort. konc.
(mg/l)

Namérené
konc. (mg/l)

Pramér
(mg/l)

S (mg/l)

Presnost
rsp ( %)

Spravnost
R (%)

1

0,769

0,782

0,756

0,027

3,51

98,31

0,739

0,734

0,718

0,784

0,760

0,789

0,744

1,538

1,579

1,555

0,028

1,81

101,13

1,535

1,523

1,531

1,570

1,597

1,532

1,576

3,077

3,055

3,085

0,048

1,56

100,24

2,988

3,075

3,119

3,086

3,113

3,094

3,146

6,153

6,127

6,197

0,146

2,35

100,71

5,983

6,068

6,240

6,194

6,191

6,451

6,319

12,306

12,218

12,354

0,219

1,77

100,39
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Kalibraéni
uroven

Teort. konc.
(mg/l)

Namérené
konc. (mg/l)

Pramér
(mg/l)

Sp (mg/l)

Presnost
rsp ( %)

Spravnost
R (%)

12,052

12,341

12,550

12,507

12,276

12,711

12,177

24,613

25,063

24,322

0,575

2,36

98,82

25,016

24,777

24,323

23,812

24,167

23,560

23,681

49,225

49,991

49,085

0,841

1,713

99,72

49,385

49,335

49,970

49,661

48,093

48,012

48,232

98,450

99,796

99,742

1,314

1,317

101,31

97,971

99,431

100,709

101,417

97,726

100,626

100,256

196,90

199,843

198,42

2,155

1,086

100,77

195,370

200,528

198,153

198,395

199,580

200,428

195,060
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Tab.5. Presnost a spravnost metody stanoveni cefuroximu na deviti

koncentracnich Urovnich mezi sériemi:

Kalibracni | Teort. konc. | Naméfené |Prumér |Sp (mg/l) | Pfesnost | Spravnost
uroven (mg/l) konc. (mg/l) | (mg/l) rsp (%) R (%)

1 0,769 0,731 0,733 0,031 4,25 95,36

0,789

0,740

0,730

0,712

0,691

0,673

0,669

0,698

2 1,538 1,444 1,448 0,043 2,99 94,13

1,520

1,423

1,435

1,470

1,419

1,428

1,413

1,394

3 3,077 2,820 2,91 0,082 2,8 94,60

3,044

2,927

2,831

2,906

2,937

2,871

2,865

2,861

4 6,153 6,096 6,005 0,134 2,23 97,59

6,179

5,957

5,793

5,957

6,045

5,951

5,931
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Kalibraéni
uroven

Teort. konc.
(mg/l)

Namérené
konc. (mg/l)

Pramér
(mg/l)

Sp (mg/l)

Presnost
rsp ( %)

Spravnost
R (%)

5,861

12,306

12,201

12,185

0.246

2,02

99,02

12,478

12,327

11,789

12,294

12,022

11,843

11,894

11,775

24,613

25,202

24,910

0,296

1,19

101,22

25,250

24,578

24,562

24,981

24,899

24,452

24,175

24,173

49,225

51,089

50,166

0,959

1,91

101,91

51,254

48,738

50,232

50,236

49,449

48,702

48,517

47,669

98,450

101,952

101,191

1,327

1,31

102,78

103,067

99,737

101,436

101,347

99,609

98,530

98,199

96,148

196,9

199,508

200,37

4,103

2,05

101,76

203,218
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Kalibraéni
uroven

Teort. konc.
(mg/l)

Namérené
konc. (mg/l)

Pramér
(mg/l)

Sp (mg/l)

Presnost
rsp ( %)

Spravnost
R (%)

197,977

203,028

204,081

193,717

193,573

190,576

192,537
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5.2.5.Extrakéni vytéznost metody pro cefuroxim a vnitfni standard

Tab. 6. VytéZnost extrakCniho postupu pro cefuroxim na péti
koncentracnich urovnich
Kalibracéni | Deklarovana | Priimérnd Primérnd Extrakéni
uroveii(pocet |koncentrace |plocha piku plocha piku vytéZnost
méieni n) mg/l cefuroximu bez | cefuroximu po |(%)
extrakce (mAU) |extrakci (mAU)
1. (3) 12,31 361204 353019 97,73
2.(3) 24,61 721782 711793 98,62
3. (3) 49,23 1433246 1424829 99,41
4. (3) 98,45 2877626 2850375 99,05
5. (3) 196,9 5744826 5698666 99,20

Tab.7. Vytéznost extrakéniho postupu pro vnitfni standard cefoxitin

Konc. vnitiniho | Priimérna plocha | Priimérnd plocha |Extrakcni
standardu piku bez extrakce |piku po extrakci |vytéZnost (%)
(mg/l) (mAU)n=5 (mAU)n=5

42,72 806755 804725 99,75
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Obr. 12. Graf kalibraéni zavislosti ploch pikG na koncentraci cefuroximu

(mgl/l) ve vzorcich po extrakci (n=3)
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Obr. 13. Graf kalibrac¢ni zavislosti ploch pikl na koncentraci cefuroximu

(mg/l) v Ringrové roztoku (n=3), bez extrakce
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Vypocet extrakéni vytéznosti:
R =100 Sp/Sv = 100 x 29012,36/29200 = 99,36 %
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5.3.ldentita a Cistota piku cefuroximu a vnitfniho standardu

Obr.14. Chromatogram vzorku pacienta s koncentraci cefuroximu 50,131
mg/l a vnitfniho standardu cefoxitinu 40,00 mg/l. Rychlost pritoku mobilni
faze (15 % acetonitrilu, 85 % 20 mM octanu amonného o pH 5) 0,8 ml/min,

vinova délka 254 nm, nastrik 20 ul.
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Retenéni ¢as tr cefuroximu: 8,765 min.

Retenéni ¢as tr cefoxitinu: 11,773 min.
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Tab.8.Spektralni analyza u vzorku pacienta (chromatgram uvadi obr.14)

Latka Retencni Fabktor Cistoty Identita piku
cas prahova hodnota |prahova hodnota

hodnota piku hodnota Dpiku

cefuroxim 8,765 0,246 0,090 1,032 0,037

cefoxitin 11,773 0,435 0,313 1,142 0,157

Obr.15 Spektrum cefuroximu
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5.4.Aplikace analytické metody pfi klinické studii

5.4.1. Koncentrace cefuroximu v mikrodialyzatu (mg/l)

Obr.17
| 1- pfedMO 2 - MO030 3 - MO3060 4 - MOB090 5 - MO90120 6 - poMO
primér 44,36 1 3192 34,6 21,57 56,69
SD 15,78 11,68 9,37 12,39 12,98’: 17,6
Koncentrace cefuroximu v mikrodialyzatu
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5.4.2.Koncentrace cefuroximu v plasmé — volna frakce (mg/l)

Obr.18
 f-fezv. 2-MOza 3-MO30v. 4-MO60v. 5-MO90v. 6-po MO sut v
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SO 3529 155 1253 12,22 984 260
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5.4.3.Koncentrace cefuroximu v plasmé - celkova (mg/l)

Obr.19
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6. DISKUSE

59



PFi optimalizaci analytické metody se hledaly takové podminky, aby
nova bioanalyticka metoda svymi parametry vyhovovala ucelu klinické
studie, pro kterou byla vyvinuta.

Jak dokladaji chromatografické zaznamy (obr.5, obr.6), doba
analyzy na HPLC nepfesahla 15 minut. Retencni doba polarnéjsSiho
cefuroximu odpovidala 9,05 min. a vnitfiniho standardu cefoxitinu 12,4 min.
Oba piky byly naprosto separované a symetrické. Vzhledem k tomu, ze
analyt cefuroxim mél byt kvantifikovan v plasmé i v mikrodialyzatu, jehoz
prostfedi vytvarel Ringrav roztok, bylo nezbytné, aby v oblasti retencnich
Cast cefuroximu i cefoxitinu nedochazelo k eluci interferujicich
endogennich komponent. Chromatografické zaznamy extraktl blankové
plasmy (obr.7) i Ringrova roztoku (obr.8) nepfitomnost interference
potvrzuji.

Validaénimi experimenty se zjistily parametry validace, které
potvrdily pouzitelnost bioanalytické metody v klinické studii.

Parametry limitu detekce i kvantifikace se pohybovaly v
koncentracich, které byly mnohonasobné niZsi nez dosahované v klinické
studii. Limit detekce vypocitany ze smérodatné odchylky Sumu detektoru u
slepych vzorkl (tab.2), bylo mozno dolozit i chromatografickym zaznamem
extraktu plasmy s odpovidajici koncentraci 0,417 mg/l ceuroximu (obr.9) a
charakteristickym priabéhem spektra cefuroximu s absorbénim maximem
273nm (obr.10a, 10b).

Kvantifikac¢ni limit odvozeny na zakladé koncentrace cefuroximu ve
vzorku 0,769 mg/l, kterou bylo mozno stanovit s poZadovanou pfesnosti a
spravnosti , doklada tabulka 3.

V pracovnim rozsahu daném limitem kvantifikace a nejvy$Sim
kalibraénim bodem tj. 0,769 — 196,9 mg/l, byla linearni zavislost mezi
pomérem ploch pikd cefuroximu a cefoxitinu a mezi pomérem koncentraci
obou analytd (obr.11).

Parametry pfesnosti a spravnosti se ovéfovaly na deviti
koncentracnich urovnich v sérii i mezi sériemi. Pfesnost vyjadifena relativni

smérodatnou odchylkou byla v rozmezi hodnot 1,086 % az 4,25 % a
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nepiekrocila limit 10 % (tab.4 a tab.5). Spravnost vyjadiena jako vytéznost
(recovery) byla v rozmezi 94,13 % az 102,78 %.

Parametry extrakéni vytéZznosti metody pfesahujici u cefuroximu i
cefoxitinu 90 % dokladaji, Zze podminky extrakce (tj. extrakéni prostredi —
dichlormetan) jsou optimalni (tab.6 a tab.7). Shodné zavéry uvadi i
vypocet extrakéni vytéZnosti ze smérnic externi kalibraéni zavislosti vzorku
bez extrakce a vzorkl po extrakci (obr.12 a obr.13).

U vzorku pacienta obsahujiciho cefuroxim a cefoxitin (obr.14)
detektor diodového pole umoznil porovnani spektra cefuroximu (cefoxitinu)
se spektrem standardu v knihovné spekter (tab.8, obr.15, obr.16). Vypocet
faktoru Cistoty (tab.8) doklada specifitu metody spolu s analyzou
blankovych plasmatickych (mikrodialyza¢nich) vzorka.

Nova bioanalytickda metoda pro stanoveni cefuoximu byla
aplikovana v klinické studii u pacientt pfi kardiochirurgické operaci.

Koncentrace cefuroximu se ménila paralelné v plasmé a ve
vzorcich odebranych technikou mikrodialyzy (obr.17 a obr.19). Volny podil
léCiva v plasmé se pfi mimotélnim ob&hu zvySoval (obr.18) vzhledem k
poklesu koncentraci celkového proteinu a albuminu. V dalSi ¢asti klinické
studie bude HPLC metoda pro stanoveni cefuroximu pouZzita ke stanoveni
, recovery , mikrodialyza¢ni techniky, aby bylo mozZno odhadnout
koncentraci cefuroximu v intersticialni tkani, a tak urcit, zda je prekrocena
minimalni inhibiéni koncentrace pro nejrizikovéjSi patogeny pfi uzivaném

schématu profylaktického podavani antibiotika.
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7. ZAVER
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Metoda HPLC s UV detekci pro stanoveni cefuroximu v plasmé a
mikrodialyzatu byla optimalizovana. Validac¢ni parametry potvrdily, ze
metoda je dostateCné citliva, ma vyhovujici reprodukovatelnost i
pracovni rozsah.

Metoda byla pouzita v pfedbé&zné klinické mkrodialyzaéni studii u
pacientl, pfi kardiochirurgickém vykonu a nebyly zaznamenany zadné

interference.
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