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Stanoveni plazmatickych koncentraci imipenemu
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Imipenem je vysoce tcinné Sirokospektré betalaktamové antibiotikum ze skupiny karbapenem?. Cilem nasi prace bylo vyvinout v nasi
laboratofi spolehlivou a jednoduchou metodu ke stanoveni plazmatickych koncentraci imipenemu. Vzorky plazmy byly stabilizovany
pomoci MOPS. Eluce probihala v gradientovém médu, mobilni faze byly tvofeny dihydrogenfosfore¢nanem draselnym a metanolem.
Detekce imipenemu probihala pfi 313 nm bez interference cilastatinu nebo thienamycinu. Byly stanoveny zakladni charakteristiky

tykajici se validace metody.
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Determination of imipenem plasmatic concentrations by high-performance liquid chromatography

Imipenem is a high-effective broad-spectrum carbapenem antibiotic. The aim of our study was to introduce a reliable and simple
method for determination of imipenem plasma concentrations in our scientific laboratory. Plasma samples were stabilized by MOPS.
Elution was performed in gradient mode, mobile phase composed of potassium dihydrogenphosphate and methanol. Imipenem was
detected at 313 nm, no intereference of cilastatin or thienamycin was found. The basic validation parameters of method presented here

have been also determined.
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Uvod

Imipenem je betalaktamové antibiotikum
ze skupiny karbapenemd. Viyznacuje se velmi
sirokym antibakteridlnim spektrem a vysokou
antibakteridInf u¢innostf. Pouziva se predevsim
k 1é¢bé zdvaznych nozokomidlnich infekci.
Vzhledem k tomu, Ze je v lidském organizmu vy-
znamné odbourdvan enzymem dehydropepti-
dézou | vledvinach, podava se vzdy v kombinaci
s cilastatinem, ktery funguje jako inhibitor tohoto
enzymu (1).

Imipenem je obvykle aplikovan formou in-
travendzni infuze v davce 500 mg co 6 hodin,
nékdy i 1g co 8hodin. Maximalnf plazmatické
koncentrace po ukonceni 30minutové infuze
u dospélych jsou 30-35mg/I pfi davce 0,59
a 60-70mg/| pri dévce 1g (2). Vzhledem k to-
mu, Ze patfi mezi antibiotika s U¢inkem zavislym
na case, pouzivé se i prodlouzend infuze (3) nebo
kontinudIni podavani (4). Nejvhodnéjsi davkova-
ni pro individudIni pacienty se zdvaznymi infek-
cemi nebo s ledvinovym selhdnim a umélymi
elimina¢nimi metodami zlstavaji predmétem
diskuzi (5). Pro klinické i experimentéIni studie za-
méfené na tuto problematiku je nutna dostupna
metoda pro stanoven( koncentraci imipenemu
v biologickém materidlu.

Cilem nasi prace bylo vyvinout spolehlivou
metodu ke stanoveni plazmatickych koncentraci
imipenemu pro studium jeho farmakokinetiky
v experimentalnim a v budoucnosti i klinickém
vyzkumu. V minulosti byly jiz popsany nékteré

metody stanoven{ imipenemu v biologickém
materidlu (6, 7). Nase nova HPLC metoda z&3sti
vychdzi z téchto dfive publikovanych metod.

Metodika

Reagencia

Tienam®i.v. 500 mg (obsahujicf Sirokospektré
B-laktamové antibiotikum imipenem a sodnou
sUl cilastatinu, inhibitoru metabolizmu imipene-
mu v ledvinach) byl darovan firmou MSD (Merck
Sharp & Dohme Idea, Inc.). Cefuroxim (vnitini
standard), 3- (N-morfolin) propan sulfonova ky-
selina (MOPS, stabiliza¢ni pufr), dihydrogenfosfo-
re¢nan draselny a chlorid sodny byly zakoupeny
u firmy Sigma Aldrich. Metanol pro kapalinovou
chromatografii LiChrosolv® a acetonitril pro izo-
kratickou eluci, pro kapalinovou chromatografii
LiChrosolv® byly dodany firmou Merck.

Priprava vzorku

Kontrolni plazma od pacientd nelécenych
Tienamem® a plazma od pacientd standardné
|é¢enych Tienamem® byla ziskana na Klinice ane-
steziologie, resuscitace a intenzivni mediciny VFN
v Praze na zakladé informovaného souhlasu.

Pro kalibraci byly pfipraveny vzorky nasle-
dujicim zpUsobem: écivy pripravek Tienam®
byl rozpustén ve 100 ml fyziologického rozto-
ku s vyslednou koncentraci imipenemu 5mg/
ml, ktery byl dale nafedén na standardniroztok
o koncentraci imipenemu 1 mg/ml. Vhodnym
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pridavkem standardniho roztoku imipenemu
Tmg/ml ke kontrolni plazmé byly ziskany kali-
bra¢nf vzorky imipenemu o koncentracich 0,1;
0,5; 1;5;10; 50; 100; 150 a 200 ug/ml s vyslednym
objemem 200l (duplikdty v kazdé kalibra¢ni
drovni). Ke kazdému vzorku bylo pfidano 5 pl
roztoku cefuroximu (vnitfni standard) o koncen-
traci 1 mg/ml. Pro nizkou stabilitu imipenemu
ve vodnych roztocich pfi bézné laboratorni tep-
loté (8) byly vzorky plazmy neprodlené upraveny
pridavkem 200 pl 0,2 M MOPS (stabilizacni pufr).
Deproteinace vzorkl byla provedena pfidav-
kem 600 pl acetonitrilu. Vzorky byly promichany
na vortexu a nasledné centrifugovany pfi 50009
a4°C 30min. 400 ul supernatantu z kazdého
vzorku bylo pipetovano do sklenénych zku-
mavek a odpareno v dusikové atmosfére pfi
37°C. Odparek byl rozpustén v 200 ul mobilnf
faze A a ndsledné analyzovan pomoci HPLC.
Pro zjisténi dlouhodobé stability imipenemu
v plazmé byly navic pfipraveny vzorky plazmy
s koncentraciimipenemu 1, 10 a 100 ug/ml (du-
plikéty na kazdé koncentra¢ni Urovni), které byly
ponechany po dobu 14 dnf pfi teplotach 5°C,
-20°Ca -70°C. Nésledné byly vzorky zpracovany
dle uvedené metody.

HPLC metoda

Analyza byla provedena s pouzitim HPLC
systému Shimadzu LC20 (Kyoto, Japan). Jako
stacionarni reverzni faze byla pouzita kolona
LiChroCART 250-4 LiChrospher 100 RP-18.Rychlost
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pritoku mobilnf faze byla 0,8 ul/min. Eluce pro-
bihala v gradientovém maodu. SloZzeni mobilnf
faze A (MF A) bylo 25 mM dihydrogenfosfore¢nan
draselny (pH = 6,5)/metanol (92:8, v/v), mobilni
faze B (MF B) 100% metanol; elu¢ni profil: 0-6 min:
MF B 0%, 6-10min MF B: 0-30%; 10-13 min MF B:
30%, 13-16min MF B: 30-0%, do 22 min probi-
hala reekvilibrace kolony pfi MF A 1009%. Detekce
imipenemu probihala spektrofotometricky pfi
313nm. Pro zjisténi, zda-li pfi této vinové délce
neinterferuje se stanovenim imipenemu jeho
rozkladny produkt (thienamycin), byly pfislusné
vzorky obsahujiciimipenem inkubovany pfi 90°C
po dobu 30min.

Vysledky

Retencni ¢as imipenemu byl 4,4min, ce-
furoxim (vnitfni standard) byl eluovan kolem
18. minuty (obrazek 1). Detekce imipenemu pro-
bihala spektrofotometricky pfiA =313 nm. Pfi této
vinové délce nebyla prokdzana interferujici absor-
bance cilastatinu ani thienamycinu, degradacni-
ho produktu imipenemu. Pro vypocet kalibracni
kiivky byla aplikovdna metoda linedrni regrese
za pouziti vnitfniho standardu. Kalibracni kfivka
byla linedrni v rozsahu testovanych koncentract
imipenemu 0,5-200 pug/ml s hodnotou korelacni-
ho koeficientu 09999252 a hodnotou koeficientu
spolehlivosti (reliabilita) 0,9998505. Recovery byla
vypocitana z pomeru smérnic kalibrace prove-
dené z vodnych roztok imipenemu a kalibra-
ce ze vzorkd plazmy a vyjadfena v procentech.
Hodnota recovery byla 81,16%. Mez detekce a mez
kvantifikace byly vypocteny s pomoci statistické-
ho softwaru QC Expert 3.1 (TriloByte Statistical
Software, s.r.0,, Staré Hradisté, Ceska republika).
Mez detekce a mez kvantifikace byla 0,1719ug/
ml, respektive 0,2641 ug/ml. Pfesnost méfent (pre-
cision) byla vyjadrena jako intra day assay a inter
day assay (méfeno ve tfech po sobé nésledujicich
dnech). Presnost (precision) a spravnost (accuracy)
byly stanoveny na tfech koncentracnich drovnich
(T ug/ml, 10 pug/ml a 100 ug/ml). Hodnota intra
day precision, vyjadrena jako RSD (%) pro kon-
centracni droven 1ug/ml, 10pg/ml a 100 ug/ml
byla 12,53; 1,11 a 11,65. Inter day precision [RSD
(%)] byla pro koncentra¢ni Uroven 1ug/ml 14,67,
pro 10ug/ml 491 a pro 100 ug/ml 9,01. Déle byla
stanovena spravnost metody (accuracy) vyjad-
fend v %. Jednotlivé hodnoty pro koncentracnf
Grovné 1, 10 a 100 ug/ml byly 106,98%; 99,35 %
a 91,53%. Stabilita imipenemu v plazmé byla sta-
novena u vzorkd se tfemi riznymi koncentracemi
imipenemu (1,10 a 100 ug/ml), uchovavanych pfi
rdznych teplotach. Stabilita byla vyjadfena jako
relativni pokles koncentrace imipenemu (%)

Graf 1. HPLC/UV chromatogram imipenemu v lidské plazmé
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stanovené ve vzorcich po skladovani ve srov-
nani s koncentracemi imipenemu naméfrenymi
v kontrolnich vzorcich bez skladovant. Pfi skla-
dovani vzork( v lednici (5°C) nebyl po 14 dnech
imipenem v plazmé detekovan, pfi skladovani
vzorkd pfi -20°C klesla koncentrace imipenemu
ve vzorcich na vsech koncentra¢nich Urovnich
priblizné na 20% z pvodnich hodnot koncentract
imipenemu naméfenych v kontrolnich vzorcich.
V pfipadé skladovani pfi-70°C klesla koncentrace
imipenemu v pfislusnych vzorcich cca na 50%
z plvodnich naméfenych hodnot. Orientacné byla
zjistovana takeé stabilita vzorkd, které byly po upra-
veni MOPS a deproteinaci acetonitrilem zamraze-
ny pfi -70°C po dobu dvou tydn(. Koncentrace
imipenemu v téchto vzorcich se prakticky neliila
od koncentracf namérenych v kontrolnich vzorcich
(v den provadéné kalibrace).

Diskuze

Cilem nadeho experimentu bylo zavede-
ni vhodné metody pro stanoveni imipenemu
v plazmé, kterd by mohla byt v budoucnosti
rutinné vyuzivana pfi monitorovani hladin imi-
penemu v krvi pacientd pfi farmakokinetickych
experimentech a kterd by mohla byt pravdeé-
podobné vyuzita i pfi stanoven( hladin imipe-
nemu v klinické praxi. Jedna se o HPLC metodu
s vyZzitim kolony s reverznf fazi, gradientovou
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eluci a UV detekcf pfislusného analytu, tj. imi-
penemu. Pri pfipravé vzorkl pro viastni analyzu
bylo nutno s ohledem na nizsi stabilitu imi-
penemu ve vodnych roztocich a v biologic-
kém materidlu pfi laboratornich teplotéch (8)
plazmu stabilizovat pfidavkem stabiliza¢niho
pufru a vzorky neprodlené zpracovat. V dfive
publikovanych metodach stanoveni imipene-
mu v plazmé byla pouzita fada stabilizacnich
¢inidel (MOPS, morfolinpropansulfonova ky-
selina; MES, morfolinethansulfonové kyseli-
na v kombinaci s ethylenglykolem a HEPES,
4- (2-hydroxyethyl) piperazinethansulfonova
kyselina). Zaroven s vybérem rdznych stabili-
zacnich pufrd se rlznily i ndzory jednotlivych
autorl na stabilitu imipenemu v plazmé pfi
rtznych podminkach uchovavanivzorkd (6). Pfi
nasem experimentu bylo zjisténo, Ze stabilita
imipenemu ve vzorcich plazmy dlouhodobé
uchovavanych pfi 5°C, -20°C ¢i pfi -70°C, je
pomeérné nizkd. Vyhodnéjsi se zda skladovanf
vzorkd v pfipadé okamZitého zpracovani a je-
jich nasledné zamrazeni pfi -70°C. Jednotlivé
vzorky obsahujici imipenem by proto mély byt
co nejdiive po odebrani zpracovany a analyzo-
vany popfipadé zamrazeny pfi-70°C. Jednotlivé
dfive popsané metody se lisily i v metodach
kalibrace; metoda vnitfniho standardu (7), ka-
librace pomoci kalibra¢nich roztokd stanovo-



vaného analytu (6). V nasem experimentu byla
pouzita metoda vnitfniho standardu. Cilem po-
uzitl vnitfnfho standardu pfi zpracovani plazmy
a nasledné HPLC analyze bylo eliminovat chybu
vzniklou pfi zpracovani biologického vzorku,
tj. v nasem pfipadé plazmy (napf. adsorpce
analytu na proteiny, ztrdty pfi pipetovani a pfi
odpatovani v dusikové atmosféfe). V ramci
prezentované metody byly determinovany
i zakladnf valida¢nich parametry.

Tato nova HPLC metoda by mohla v budouc-
nosti slouzit k monitorovani hladin imipenemu
v séru pacientd napriklad pfi studiich efektivity
rozdilnych davkovacich schémat nebo k potvr-
zeni dostate¢né terapeutické koncentrace imi-
penemu pri terapii tézkych septickych stavd.

Zpracovdno s podporou vyzkumného
zdmeéru MSM 6198959216.
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