) ORIGINALNIi PRACE

STANOVENT PLAZMATICKYCH KONCENTRACT AMPICILINU PRI JEDNORAZOVEM PODANI V KARDIOCHIRURGICKE PROFYLAXI

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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