) HLAVNI TEMA
ANALYTICKE METODY PRO STANOVENT CEFAZOLINU
deuterované slouceniny, naptiklad cefazo-
lin-D3 (17, 18). Deuterované slouceniny jsou
analyzované latce nejvice podobné, a proto
jsou nejvhodnéjsimi standardy. Nejsou viak
vhodné pro UV detekdi, jelikoz absorbuji pfi
stejné vinové délce a nelze je na analytické
koloné separovat vzhledem ke stejnému re-
tencnimu casu.

Mnozstvi biologického vzorku pouzitého
pro stanoveni se pohybuje nej¢astéji mezi
50-200 pl a zavisi na pouzité metodé zpraco-
vani vzorku i na zplsobu detekce (16, 18-24).

Metody stanoveni

Existuje celd fada metod, kterymi Ize
koncentraci cefazolinu v biologickém vzor-
ku stanovit. A¢koliv mnoho publikaci uvadi,
ze je dana metoda funk¢ni, nemusi byt pro
rutinni pouziti vhodnd. Analytickd metoda
by méla byt pfesnd, spravna, reprodukova-
telna, musi splfovat valida¢ni parametry pro
laboratorni analytické metody ve zdravotnic-
tvi a v idedInim pripadé také rychld alevna.
Nejvyznamnéjsi zastoupeni zde maji chro-
matografické metody.

V soucasnosti je nejrozsitenéjsi metodou
stanoveni koncentraci IéCiv v biologickém
materialu vysokoucinna kapalinova chroma-
tografie (HPLC) s rGznymi typy detekce. Tato
separacni technika vyuzivd rozdilné distribuce
latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Analyt
v eluatu je poté detekovan pomoci rliznych
detektorl. Nejcastéji se pouzivaji spektrofo-
tometrické UV-Vis detektory, jejichz podsta-
tou je snimani transmitance pfi definované
vinové délce. Méné Casto se pak setkdme se
spojenim HPLC s fluorescen¢nim ¢i elektro-
chemickym detektorem (ECD), které vsak
mohou byt citlivéjsi oproti UV-Vis detektoru

(14). Stanoveni koncentrace cefazolinu po-
moci fluorescen¢niho detektoru je zalozeno
na degradaci cefazolinu za alkalickych pod-
minek a soucasné detekce fluorescen¢niho
zareni vzniklého produktu. Mnozstvi svétla
emitovaného produktem degradace kore-
luje s pocatecni koncentraci cefazolinu (25).
Nevyhodou metody je slozita preanalyticka
Uprava vzorku a dlisledna kontrola pH, proto
neni pro rutinni TDM vhodn4 (15). Metoda
HPLC-ECD taktéz neni pro rutinni stanoveni
cefazolinu pfilis vhodnd, a to predevsim kvali
nutnosti pouziti vhodné elektrody, ¢asto i spe-
cialné modifikované. Princip detekce spociva
v méteni proudu vyvolaného pfi prichodu
cefazolinu mérnou celou obsahuijici elektrody,
na néz je vlozeno pracovni napéti. Proudova
odpovéd poté piimo odpovida koncentraci
elektroaktivni latky (14).

Ovsem nejvyznamnéjsi metodou pro
stanoveni cefazolinu i dalsich lécivych latek
je HPLC-MS, jiz zminéna vyse, ptipadné ultra-
ucinna kapalinova chromatografie s hmot-
nostni detekci (UHPLC-MS). Tyto metody lze
zkrdcené oznacit LC-MS. Metody LC-MS jsou
zalozeny na separaci latek a jejich nasledné
detekci na zdkladé poméru jejich hmotnos-
ti a ndboje (m/z). V pfipadé vyuziti trojitého
kvadrupélu je kazda latka charakterizovana
prekurzorovym iontem a produktovymi ion-
ty, diky kterym muze byt presné a specificky
identifikovana i kvantifikovéna. Pro vyuziti
této metody tak nemusi byt jednotlivé latky
ve vzorku zcela separovany, coz zjednodusuje
preanalytické Upravy a urychluje samotnou
analyzu (14, 26).

Na konkrétni pfiklady stanoveni cefa-
zolinu pomoci kapalinové chromatografie
s UV-Vis nebo MS detekci odkazuje Tab. 2,

Tab. 2. Charakteristika vybranych chromatografickych metod pro rutinni stanoveni cefazolinu

kterd charakterizuje vybrané metody vhodné
pro rutinni stanoveni koncentrace cefazolinu
v biologickém vzorku.

Imunoanalytické metody jsou zaloZzené na
méreni koncentrace analytu v roztoku pomoci
protilatky. Zdkladem metody je tedy reakce
antigenu s protilatkou, kde je jedna slozka
(¢astéji antigen-lécivo) znacena a identifiko-
vana. Ackoliv jsou tyto metody komeréné
dostupné pro glykopeptidy a aminoglyko-
sidy, pro méreni cefazolinu z krevni plazmy
dostupné nejsou. Avsak existuje nékolik pu-
blikaci popisujicich analyzu cefalosporin(
v potravindistvi, zejména stanoveni rezidui
v mléce (15, 26).

Analyticky rozsah zvolené metody by mél
byt stanoven pro kazdy konkrétni analyt (sta-
novené lécivo) pii zohlednéni MIC infek¢niho
agens. Dolni mez stanovitelnosti (LLOQ) by
v idedlnim pfipadé méla byt nizsi nez MIC
patogenu, a naopak horni mez stanovitel-
nosti (ULOQ) by méla byt dostate¢né vyso-
ka, aby obséhla vysoké koncentrace léciva,
a soucasné rozsah kalibra¢ni kiivky zudstal
linearni (13, 15). Nespravné nastaveny analy-
ticky rozsah metody mize vést k nepfesnym
vysledklim, coz mdze vést k nespravné nebo

zbytec¢né upraveé davky léciva.

Stanoveni volné a vazané frakce
Méfeni volné frakce lé¢iva ma vyznam ze-
jména u antibiotik s vysokou vazebnosti na
plazmatické proteiny. V posledni dobé v3ak
roste zajem o méfeni volnych frakci i u anti-
biotik s nizkou vazebnosti. Zejména u kriticky
nemocnych pacientl se setkdvame s vysokou
variabilitou a nepredvidatelnosti koncentrace
volné frakce Iéciva. Vysoka variabilita ve vaz-

Detektor Typ kolony m:}(,r?ce Ptiprava vzorku IS Poci;:innc:\ggsgych XZ::;: RT Ceallr(‘::lyyz;as Citace
UV, 272nm C18 (100X 3 mm; 2,7 um) PL,IST precipitace metronidazol 2 v 3,6 5 (16)
MS/MS C18 (50x 2,1 mm; 2,6 um) PL, CSF precipitace D3-cefazolin 8 X 2,1 8 (18)
MS/MS C18 (50x2mm; 3 um) PL SPE ethylparaben 8 X 6 13 (19)
MS/MS C18 (50% 2,1 mm; 2,6 um) PL precipitace fukunazol 7 X 38 7 (20)
UV, 260nm C18 (30x4,6 mm; 2,5um) PL precipitace cefotaxim 12 X 37 25 (21)
MS/MS C18 (50x 2,1 mm; 1,7 um) PL SPE D4-cefadroxil 13 X 19 4 (22)
UV, 260nm C18 (30x4,6 mm; 2,5um) PL ultrafiltrace X 10 4 44 7 (23)
MS/MS C18 (100% 2,1 mm; 1,7 um) PL precipitace D5-ampicilin 2 X 2,7 55 (24)
MS/MS C12 (75%2mm; 4 um) PL precipitace D9-trimethoprim 9 v 14 9 (30)

IS — interni standard; RT - retencni ¢as; v~ byla méfena volnd frakce; PL — plazma; CSF — mozkomisni mok; IST — intersticidini tekutina; MS/MS — tandemovd hmotnostni spek-

trometrie; x — neni specifikovdno (18, 20, 22-28)
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