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HLAVNÍ TÉMA
Analytické metody pro stanovení cefazolinu

zejména hypoalbuminémií. V důsledku toho 

se zvyšuje důraz na stanovení účinné hladi-

ny antibiotika u léků s vysokou vazbou, jako 

je právě cefazolin, který se váže průměrně 

z 80 % (27).

Ultrafiltrace je rychlá a jednoduchá me-

toda pro stanovování volné koncentrace 

léčiva. Ve dvoudílné ultrafiltrační zkumavce 

přechází volná frakce přes filtr do spodní části 

zkumavky, zatímco vázaná frakce je zachytá-

vána. Tato metoda však může být náchylná 

k nespecifické adsorpci léčiva na filtr (15). 

Popisovány jsou také rozdíly mezi měřeními 

při změně experimentálních podmínek, jako 

je pH nebo teplota vzorku. U cefazolinu se 

volná frakce zvyšuje s teplotou i pH, přičemž 

teplotní optimum pro stanovení je 37 °C a pH 

7,45. Odstředivá síla má vliv spíše na množství 

přefiltrovaného vzorku (28).

Za zlatý standard je považována metoda 

rovnovážné dialýzy. Tato metoda je časově 

i finančně náročnější než již zmíněná ultra-

filtrace. Volná frakce léčiva se zde oddělí od 

vázané prostoupením přes semipermeabilní 

membránu, fungující jako molekulární síto. 

Hlavní nevýhodou je dlouhá doba, potřebná 

k dosažení rovnováhy, typicky několik hodin 

(ultrafiltrace v řádu desítek minut), a pro mé-

ně stabilní antibiotika to může představovat 

problém (28, 29).

Faktory ovlivňující výsledek 
stanovení

Matricové efekty
Spojení LC-MS představuje velmi účinnou 

a atraktivní metodu pro kvantitativní i kva-

litativní analýzu. Vysoká selektivita LC-MS 

umožnuje jednodušší preanalytické zpraco-

vání vzorku, a tedy urychlení celé metody. 

Jelikož nejčastěji využívaná precipitace ne-

odstraní ze vzorku všechny příměsi, setká-

váme se často s tzv. matricovým efektem. 

Matricové efekty mohou ovlivnit správnost, 

přesnost, limit kvantifikace a limit detekce da-

né metody. Tyto efekty byly popsány ve všech 

běžně analyzovaných biologických vzorcích. 

Příčinou vzniku matricových efektů jsou or-

ganické i anorganické sloučeniny pocházející 

z analyzovaného vzorku, chromatografického 

systému, spotřebních materiálů nebo z lá-

tek použitých v preanalytické fázi. Matricové 

efekty jsou nepředvídatelné a liší se vzorek 

od vzorku. Můžeme je však snížit optimalizací 

preanalytického zpracování a chromatografic-

ké separace, vhodným nastavením podmínek 

ionizace, používáním izotopově značeného 

vnitřního standardu, který se eluuje ve stej-

ném retenčním čase jako analyzovaná látka, 

či pracovat v nízkých koncentracích, kde jsou 

matricové efekty významně nižší (14, 26). 

Stabilita vzorku
Betalaktamová antibiotika jsou obecně 

považována za velmi nestabilní. Odebrané 

vzorky pro stanovení koncentrace antibiotika 

by měly být do laboratoře transportovány co 

nejrychleji a vzorek by měl být co nejdříve 

zpracován nebo řádně uchován při -70 °C (13). 

Cefazolin je v plazmě při laboratorní tep-

lotě stabilní 72 h, stejnou stabilitu vykazuje 

v plazmě při 4 °C. Pokud plazmu uchováváme 

při -70 °C, je cefazolin stabilní 6 měsíců. V pl-

né krvi při laboratorní teplotě je popisována 

stabilita 6 h. V případě zásobního roztoku 

o koncentraci 5 mg/ml je cefazolin stabilní 

12 měsíců. V autosampleru při 4 °C je stabilní 

24 h (30).

Cefazolin tedy vykazuje přijatelnou sta-

bilitu, může být přepravován při laboratorní 

teplotě, případně na ledu a nevyžaduje bez-

prostřední stanovení. Ovšem je potřeba dbát 

na použití vhodné odběrové zkumavky, jak již 

bylo zmíněno výše. 

Plazmatický albumin
U léčiv vysoce vázaných na plazmatické 

bílkoviny je pravděpodobné, že změny ve va-

zebnosti budou z pohledu farmakokinetiky 

terapeuticky významné. V případě, že se roz-

hodneme stanovovat volnou frakci léčiva, mě-

li bychom brát v potaz měnící se koncentrace 

albuminu u některých skupin pacientů (31). 

S hypoalbuminemií se můžeme setkat 

u podvyživených pacientů, pacientů s popá-

leninami, kriticky nemocných nebo u pacientů 

s nefrotickým syndromem (15, 31).

Dalším faktorem, který může ovlivnit 

vazbu cefazolinu, je jeho vytěsňování z va-

zebného místa na albuminu. Může být vy-

těsňován buď endogenními látkami, jako je 

bilirubin a volné mastné kyseliny, nebo lé-

čivy jako furosemid, klofibrát, fenylbutazon, 

kyselina valproová, kyselina salicylová nebo 

sulfamethoxazol (32).

Závěr
Cefazolin je širokospektrý cefalosporin 

využívaný zejména jako profylaktické zajištění 

kardiochirurgických pacientů. Ve snaze opti-

malizovat dávkovací režimy a maximalizovat 

terapeutické účinky je vhodná indikace per-

sonalizované farmakoterapie. Terapeutické 

monitorování léčiv je významnou složkou 

personalizované medicíny. Základem správ-

ně provedeného TDM je analytické stanovení 

vzorku v biologické matrici. Ačkoliv doposud 

nejrozšířenější analytickou metodou pro sta-

novení cefazolinu je kapalinová chromatogra-

fie s UV-Vis detekcí, v budoucnu se budeme 

častěji setkávat s hmotnostní detekcí, která je 

dnes zlatým standardem při analýze léčivých 

látek. Stále častější bude také měření volné 

frakce léčiva, zejména u kriticky nemocných 

pacientů. Právě u nich se setkáváme s vysokou 

variabilitou a nepředvídatelností koncentrace 

volné frakce léčiva, jež může ovlivnit správ-

nost terapie.
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Tab. 2.  Charakteristika vybraných chromatografických metod pro rutinní stanovení cefazolinu 

Detektor Typ kolony
Typ 

matrice
Příprava vzorku IS

Počet stanovovaných 
ATB v metodě

Volná 
frakce

RT
Celkový čas 

analýzy
Citace

UV, 272 nm C18 (100 × 3 mm; 2,7 µm) PL, IST precipitace metronidazol 2  3,6 5 (16)

MS/MS C18 (50 × 2,1 mm; 2,6 µm) PL, CSF precipitace D3-cefazolin 8 x 2,1 8 (18)

MS/MS C18 (50 × 2 mm; 3 µm) PL SPE ethylparaben 8 x 6 13 (19)

MS/MS C18 (50 × 2,1 mm; 2,6 µm) PL precipitace fukunazol 7 x 3,8 7 (20)

UV, 260 nm C18 (30 × 4,6 mm; 2,5 µm) PL precipitace cefotaxim 12 x 3,7 25 (21)

MS/MS C18 (50 × 2,1 mm; 1,7 µm) PL SPE D4-cefadroxil 13 x 1,9 4 (22)

UV, 260 nm C18 (30 × 4,6 mm; 2,5 µm) PL ultrafiltrace x 10  4,4 7 (23)

MS/MS C18 (100 × 2,1 mm; 1,7 µm) PL precipitace D5-ampicilin 2 x 2,7 5,5 (24)

MS/MS C12 (75 × 2 mm; 4 µm) PL precipitace D9-trimethoprim 9  1,4 9 (30)

IS – interní standard; RT – retenční čas; – byla měřena volná frakce; PL – plazma; CSF – mozkomíšní mok; IST – intersticiální tekutina; MS/MS – tandemová hmotnostní spek-
trometrie; x – není specifikováno (18, 20, 22–28)


