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Stanoveni plazmatickych koncentraci ampicilinu
pri jednorazovém podani v kardiochirurgicke
profylaxi

Vendula Kubi¢kova', Petr Santavy?, Karel Urbanek’
'Ustav farmakologie LF UP a FN Olomouc
Kardiochirurgicka klinika LF UP a FN Olomouc

Cilem prace bylo stanovit koncentraci ampicilinu v plazmé kardiochirurgickych pacientd podstupujicich revaskularizaci myokardu
bez pouziti extrakorporalniho obéhu a vypocet jeho zdkladnich farmakokinetickych parametr(. Ke stanoveni koncentrace am-
picilinu byla zavedena a validovana HPLC metoda s UV detekci a vyuzitim kolony Luna® Omega Polar C18 Column (250 x4 mm;
5 pum). Individudlni farmakokinetické parametry byly vypocteny v programu MW Pharm 3.30 za pouziti jednokompartmentového
modelu. Plazmatické koncentrace ampicilinu byly méreny u 20 pacient(i 15, 30, 45, 60, 120 a 180 min po podani a pfi ukonceni
operace. Byla zjisténa primérna C 127 £49mg/|, polocas eliminace 77 £ 29 min, celkova clearance 191 £ 73 ml/min a distribucni
objem 19 £ 4 1. Vypocteny primérny cas, ve kterém plazmaticka koncentrace ampicilinu klesla k pfedpokladané prahové hodnoté
ucinnosti (1 mg/l), byl 8,5 £ 3,5h.

Kli¢ova slova: ampicilin, profylaxe, kardiochirurgie, plazmatické koncentrace.

Determination of ampicillin plasma concentrations in single-dose administration for cardiac surgery prophylaxis

The aim of this study was to determine the plasma concentration of ampicillin in plasma of patients undergoing myocardial
revascularization without extracorporeal circulation and to calculate its basic pharmacokinetic parameters. An HPLC method
with UV detection and Luna® Omega Polar C18 Column (250 x4 mm; 5 um) utilization was introduced and validated to determine
ampicillin concentration. Individual pharmacokinetic parameters were calculated in MW Pharm 3.30 using a one-compartment
model. Plasma concentrations of ampicillin were measured in 20 patients at 15, 30, 45, 60, 120, and 180 min after administration and
at the end of surgery. Mean C__ was found to be 127 + 49 mg/|, elimination half-life 77 + 29 min, total clearance 191 + 73 ml/min,
and distribution volume 19 + 41. The calculated mean time for the plasma concentration of ampicillin to decrease to the predicted
threshold of efficacy (mg/I) was 8.5 £ 3.5h.

Key words: ampicillin, prophylaxis, cardiac surgery, plasma concentrations.

Uvod

Ampicilin (AMP) je semisyntetické B-lakta-
mové antibiotikum ze skupiny aminopenicilind.
Jeho antibakteridlni spektrum zahrnuje fadu
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii.
Pouziva se bézné k l1é¢bé infekci dychacich
a mocovych cest, infekci kiize, mékkych tka-
ni, kosti a kloubd. Siroké spektrum a vyhodné
farmakokinetické vlastnosti umoznuijiijeho vy-

uziti k peroperacni profylaxi pfi chirurgickych
vykonech. Vzhledem k tomu, Ze je vyznamné
hydrolyzovan B-laktamazami, je ¢asto pou-
zivan v kombinaci s inhibitorem B-laktamaz
sulbaktamem (SUL) (1, 2, 3).
Ampicilin/sulbaktam je obvykle déav-
kovan intraven6zné nebo intramuskuldrné
v dil¢ich davkéch 1,5-12 g denné s intervaly
po 6-8 hodinach. Pi profylaxi u chirurgic-

kych vykonl je pfi ivodu do anestezie poda-
vano 1,5-3 g. Davku Ize pak opakovat po 6-8
hodinach. Maximalni plazmatické koncent-
race po intravenézni davce 1g AMP a 0,5g
sulbaktamu u dospélych jsou 21-15mg/I
pro AMP a 39-28 mg/I pro sulbaktam. Pfi
stejné davce je, pro intramuskuldrni podani,
koncentrace AMP 11-12mg/l a 16-17 mg/I
pro sulbaktam (3, 4).
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V kardiochirurgii je ampicilin pouzivan
v kombinaci se sulbaktamem jako profylaktic-
ké antibiotikum jak pfi béznych vykonech, tak
pfi vykonech s pouzitim mimotélniho obéhu.
Vechny kardiochirurgické operace jsou vzhle-
dem ke své technické naro¢nosti velkym zasa-
hem do lidského organismu. Otevieny hrudnik,
kontakt krve s umélym povrchem hadicovych
setll pfistroje pro mimotélni obéh, ¢asté pou-
ziti umélych materidlG (chlopné, cévni protézy
apod.), vedend hypotermie, hemodiluce, srde¢-
ni zastava a ¢asova ndrocnost operace pfispi-
vaji ke zvysenému riziku infek¢nich komplikaci,
které mohou byt pro nemocného extrémné
rizikové. U¢inna antibioticka profylaxe je u nich
nutnosti, pficemz volba pouzitych antibiotik je
dana zvyklostmi pracovisté, vazanymi vétsinou
na lokalni epidemiologickou situaci (5).

Neékteré kardiochirurgické operace, pfi kte-
rych neni nutnd srde¢ni zastava a otevieni srdec-
nich dutin, Ize provést i bez pouziti mimotélniho
obéhu. Jednd se zejména o tzv. revaskularizace
myokardu, pfi kterych je koronarni anastoméza
provedena na bijicim srdci s pomoci specialniho
stabilizatoru. Eliminace pfistroje pro mimotélni
obéh miZe vést ke snizeni zanétové odpovédi
organismu, obvykle ale byva technicky naro¢-
néjsi a Ize provést pouze u pacientd s vhodnym
koronarografickym nalezem.

PFi aortokorondrni revaskularizaci myo-
kardu se pouziva autologni $tép (vlastni zila
nemocného) k pfemosténi stenotickych koro-
narnich tepen. Tento $tép se obvykle odebird
zdolnich koncetin (bérec, stehno) a poté je na-
Sit na srdce a aortu. Vzhledem k dalsi operacni
rané a dalSimu koznimu fezu zde existuje vy3si
riziko bakteridlni kontaminace, pfenesené do
oblasti mediastina. Na kdizi bézné se vyskytujici
stafylokoky jsou jedny z nej¢astéjsich patogent
zpUsobujicich peroperacni infekéni komplika-
ce. Ampicilin v kombinaci se sulbaktamem je
u téchto operaci s vyhodou pouzivén pro svij
baktericidni icinek, Siroké antibakteridlni spek-
trum a vyhodné farmakokinetické vlastnosti.

Cilem préce bylo stanovit koncentraci am-
picilinu v plazmé kardiochirurgickych pacientd
podstupuijicich revaskularizaci myokardu bez
pouziti extrakorporalniho obéhu a vypocet jeho
zakladnich farmakokinetickych parametrd. Ke
stanoveni koncentrace AMP byla vyuZita vy-
sokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
s UV VIS detekci. NaSe metoda vychazi z jiz pu-
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blikované literatury zabyvajici se stanovenim
koncentraci ampicilinu (2, 6), avsak byla prove-
denajeji optimalizace. K vécnému ovéreni sprav-
nosti namérenych dat byly provedeny vypocty
zakladnich individudlnich farmakokinetickych
parametrU. Tato prace je prvni ¢asti studie, ktera
ma za cil popsat popula¢ni farmakokinetiku am-
picilinu jako profylaktického antibiotika u paci-
entl podstupujicich kardiochirurgicky operacni
vykon s pouzitim mimotélniho obéhu.

Material a metody

Material

Sodna sl ampicilinu byla zakoupena od
firmy Cayman Chemical Company (Ann Arbor,
MI, USA). Jako interni standard byl pouzit ce-
falexin monohydrét (CEX) zakoupeny od fir-
my Merck (Darmstadt, Némecko). Acetonitril
(ACN), methanol (MeOH) a voda (vse pro ka-
palinovou chromatografii) byly dodany od
firmy VWR (Stfibrna Skalice, Ceska republika).
Dihydrogenfosfore¢nan draselny a 85% kyse-
lina fosfore¢na byly zakoupeny od firmy Penta
(Praha, Ceska republika). Pro extrakci na pevné
fazi (SPE) byly vyuzity kolony Discovery DSC-18
od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Pro
odbér krve byly pouzity zkumavky VACUETTE
3ml LH (Praha, Ceska republika).

Pacienti a odbéry vzork(

Do studie bylo zafazeno 20 pacient( (19
muzl a 1 zena) podstupujicich kardiochi-
rurgicky opera¢ni vykon — revaskularizaci
myokardu bez pouziti mimotélniho obéhu
na bijicim srdci s pouzitim specidlniho sta-
bilizdtoru. Zkladni charakteristiky souboru
jsou uvedeny v tabulce 1. Pacienti zafazeni
do studie vyjadfili svdj souhlas se zafazenim
a zpracovanim dat vinformovaném souhlasu,
ktery byl soucasti protokolu studie. Protokol
byl schvalen Etickou komisi Fakultni nemoc-
nice Olomouc 16. ¢ervna 2016, ¢.j. 17-315-40A.

Pfed opera¢nim vykonem byla zjisténa
aktudlni vaha a vyska pacientl a zakladni la-
boratorni parametry. Pro Ucely této prace byla
pouzita aktualni hodnota plazmatické koncen-
trace kreatininu stanovena Oddélenim klinické
biochemie FN Olomouc a vypoctend hodnota
odhadované glomerularni filtrace (eGFR) po-
moci vzorce CKD-EPI. Zafazenym pacientlim
byla 60-30 minut pfed zahajenim opera¢niho
vykonu aplikovana i.v. bolusova davka 3 g pfi-
pravku Unasyn (2g AMP a 1g SUL). V pfedem
stanovenych intervalech (15, 30, 45, 60, 120,
180min po podani Iéciva a v dobé ukonceni
operace) byly pacientovi odebrany 3 ml piné
krve do vakuové zkumavky s lithium heparinem
a odstaveny na led. Ihned po skonceni operace
byly vzorky pfeneseny do laboratofe Ustavu
farmakologie, kde byla odstfedénim plné krve
ziskana plazma.

Pfiprava roztokd

Z&sobni roztoky AMP a CEX byly pfipra-
veny v koncentraci 1000 mg/I|, ze které byly
nasledné fedény do findlnich koncentraci.
Roztok CEX byl zfedén do findlni koncentrace
30mg/l a 240 mg/I. Pfidanim pfislusného obje-
mu zasobniho roztoku AMP ke kontrolni plaz-
mé byly ziskany kalibra¢ni vzorky. Kalibra¢ni
kfivka pro AMP byla sestavena v rozsahu
2-18 mg/l a 10-300mg/I.

PFiprava vzorkd{

Ke 100 pl vzorku plazmy bylo pfiddno
20 pl interniho standardu o koncentraci
0,24 mg/ml, 50 pl 1M kyseliny fosfore¢né
a 50 ul vody. Po promichéani bylo 100 pl ze
vzorku pouzito pro SPE extrakci. Nejprve
byly kolony kondicionovany 1 ml 100% ace-
tonitrilu a nasledné ekvilibrovany 1 ml vody.
Poté bylo na kolonu naneseno 100 pl vzorku
a nasledné byla kolona promyta 2 ml vody.
Pro eluci AMP a CEX byl zvolen 1 ml 70% ace-
tonitrilu, zahfatého na 37°C. Vysledny 1ml

Tab. 1. Demografické a laboratorni charakteristiky pacientt (n = 20)

Parametr Primérna hodnota Smérodatna odchylka
Veék (roky) 65 11

Viyska (cm) 174 7

Véaha (kg) 84 11
Plazmatickd koncentrace kreatininu (umol/l) 87 36
Odhadované glomerularni filtrace 1,19 0,3
(ml/s.1,75m?)

Doba trvani opera¢niho vykonu (min) 124 37
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vzorku byl odparen v dusikové atmosfére pfi
40°C. Odparek byl rozpustén ve 100 pl smési
vody a methanolu (75:25, v/v) a nasledné
analyzovan pomoci HPLC.

Validace

Kalibra¢ni kfivka pro AMP byla sestavena
vrozsahu 10-300 mg/I (10; 20; 40; 60; 80; 100;
150 a 300 mg/l.), kdy kazdy kalibra¢ni bod
krivky byl méfen alespon Sestkrat. VSechny
body kalibra¢ni fady byly pouzity pro stano-
veni pfesnosti a preciznosti méfeni mezi dny
(intraday). Pro méfeni pfesnosti a preciznosti
béhem jednoho dne (interday) byly pfiprave-
ny vzorky v koncentracich 10, 60 a 300 mg/I.

Pfi méfeni pacientskych vzorkd bylo zjisté-
no, ze koncentrace AMP v nékterych vzorcich
nedosahuje hodnot, pro které byl nastaven
rozsah kalibra¢ni kfivky. Proto bylo nutno pro-
vést kalibracii pro nizké koncentrace AMP, a to
vrozsahu 2-18 mg/l (2;2,5; 5; 10; 15 a 18 mg/I).
Tento rozsah byl vyuZiti pro méfeni pfesnosti
a preciznosti intraday. Pro méfeni pfesnosti
a preciznosti interday byly pfipraveny vzorky
v koncentracich 2, 5 a 18 mg/I. FindIni roztok
CEX byl pro novou kalibraci ziedén na nizsi
koncentraci 30 mg/I.

Pro stanoveni limitu kvantifikace (LOQ)
a limitu detekce (LOD) byly pfipraveny vzorky
plazmy s koncentraci AMP 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5;
3;3,5;4; 4,5, 5; 10 a 20mg/I. Tyto vzorky byly
pfipraveny v Sesti opakovanich.

Postup pro validaci byl odvozen z dopo-
ru¢eni agentury EMA (European Medicines
Agency). Pro kalibraci a validaci byla vyuzita
kontrolni plazma od tfi Zenskych a tfi muz-
skych darcl, ziskana z Transfuzniho oddéleni
FN Olomouc.

HPLC analyza

Analyza byla provedena s pouzitim HPLC
systému Prominence LC-20A HPLC a detek-
torem UV-Vis SPD-20A (Shimadzu, Kyoto,
Japonsko). Pro separaci vzorku byla pouzi-
ta kolona Luna® Omega Polar C18 Column
(250 x4 mm; 5um) vytemperovana na 30°C.
Eluce probihala v isokratickém moédu, kdy jako
mobilnifaze byl pouzit 15 mM roztok dihydro-
genfosfore¢nanu draselného (pH 3,3) a metha-
nol (75:25, v/v). Rychlost pritoku mobilni faze
byla 1,4ml/min. Detekce obou latek probihala
spektrofotometricky pfi 210nm.

Vypocet individudlnich
farmakokinetickych parametrd

Zakladni individualni farmakokinetické pa-
rametry byly vypocteny z naméfenych hodnot
plazmatickych koncentraci, idajli o ¢asech po-
dani a individualnich laboratornich parametra
pacientll pomoci farmakokinetického programu
MW Pharm 3.30 za pouziti jednokompartmento-
vého modelu. Viechny namérené a vypoctené
hodnoty byly pro Ucely této prace vyjadieny
jako prdmérnd hodnota + standardni chyba.
Jako prahova hodnota plazmatické koncentrace
antibiotika byla zvolena hodnota 1,0mg/I. Tato
hodnota byla stanovena na zakladé epidemio-
logické situace vyhodnocované Ustavem mik-
robiologie LF UP a FN Olomouc jako prahovou
hodnotu, od které Ize predpokladat dostatec-
nou ucinnost ampicilinu vici patogendm, které
mohou pravdépodobné infikovat operacni pole
pfi tomto typu vykonu.

Vysledky

Jak je zndzornéno na obr. 1, reten¢ni cas
ampicilinu je 7,1 minut, cefalexinu 6,1 minut. Pro
pfesné stanoveni koncentrace AMP v plazmé by-
la nejprve sestrojena kalibra¢ni kfivka v rozsahu
10-300mg/la 2-18 mg/I (obr. 2). Vynesenim plo-
chy pikd v zavislosti na koncentraci byly ziskany
linedrni kalibracni kiivky s hodnotou spoleh-
livosti R? = 0,9998447 pro vyssi koncentrace
aR?=0,9990546 pro nizsi koncentrace. Vysledky
interday a intraday méreni pro validaci metody
jsou presné a precizni, kdy chyba nepfesahuje
hranici 15%. Kazdy vzorek byl pfipraven a méfen
v triplikdtu. Z namérenych hodnot byl vypoc¢-
ten primér a smérodatnd odchylka. Relativni

smérodatna odchylka nepresahla hranici 15 %.
Limity kvantifikace a detekce byly stanoveny
jako 2mg/la0,5mg/l.

Zpracovana byla namérend data 20 paci-
entl. Primérné zékladni demografické a labo-
ratorni parametry zmérené a vypoctené pred
zahajenim operac¢niho vykonu jsou uvedeny
v tabulce 1, stejné jako priimérna délka trvani
a rozmezi opera¢niho vykonu.

Pramérné namérené plazmatické koncent-
race ampicilinu jsou uvedeny v tabulce 2, stej-
né jako zékladni vypoctené farmakokinetické
parametry ampicilinu (celkové clearance - Cl,
distribu¢ni objem -V, a biologicky polocas
eliminace - T, ) a hodnota Casu, ve kterém
koncentrace ampicilinu v plazmé dosahne
prahové hodnoty ucinnosti 1 mg/I (T__ ).

Diskuze

Cilem prace bylo stanovit koncentraci am-
picilinu v plazmé kardiochirurgickych pacient(
pro studium a vypocet jeho zakladnich farma-
kokinetickych parametrd. K tomuto ucelu byla
zavedena a validovana metoda pro stanoveni
AMP v krevni plazmé. Jednd se o HPLC metodu
s UV detekci a vyuzitim kolony Luna® Omega
Polar C18 Column (250 x4 mm; 5 um). Vyhodou
této metody je pomérné nizka spotieba vzorku
(100 ul) a je mozno ji pouzit pfi rutinnim méfeni
koncentraci AMP. Tato metoda je vhodna pro
mnoho analytickych laboratofi, kde detekce
hmotnostni spektrometrii neni dostupna nebo
se jiz pouziva pro jiné bioanalytické metody,
které vyZzaduji vyssi citlivost. Do metody nebylo
zahrnuto méfeni sulbaktamu, jelikoz se predpo-
klada, ze neovliviuje farmakokinetiku AMP (7).

Obr. 1. Chromatogram krevni plazmy (blank; sedd krivka); chromatogram krevni plazmy pacienta se

standardy (cefalexin: 1, ampicilin: 2; cernd kfivka)
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Obr. 2. Kalibracni kfivka ampicilinu pro vysoké (A) a nizké (B) koncentrace
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Zjistili jsme, Ze prdmérné plazmatické kon-
centrace ampicilinu, poddvaného intravenézné
profylakticky pred kardiochirurgickym vyko-
nem, jsou vyznamné vyssi nez uvadéné v re-
gistra¢ni dokumentaci pouzitého pfipravku. Ty
vSak byly ziskany od zdravych dobrovolnikd, od
kterych se populace kardiochirurgickych pacien-
0 znacné lisi. Nase vysledky jsou naopak zcela
v souladu s vysledky zjisténymi Wildfeuerem
a kol. u podobné skupiny nemocnych (8). Nami
zjisténa primeérna C__ 128 mg/l koreluje s hod-
notou 134 mg/l naméfenou v této praci, stej-
né jako zjistény biologicky polocas eliminace
77 min vs. 79 min. O néco vyssi byla nami vy-
poctena celkova clearance 191 ml/min oproti
144 ml/min a distribu¢ni objem 18,95 | oproti
15,6, coz Ize vysvétlit rozdilnymi individudlnimi
charakteristikami zafazenych pacientd. Miizeme
tedy konstatovat, Ze ndmi zavedend metoda je
pouzitelnd pro dalsi studium farmakokinetickych
parametr(i ampicilinu.

Pro praxi bezprosttedné vyuzitelnym zjis-
ténim je, Ze po aplikaci 2g ampicilinu pied kar-
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