Arh.farm 2007;57: 164 — 177 Pregledni rad/Review article

Analiticke metode odredivanja
cefalosporina u cerebrospinalnoj tecnosti
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Kratak sadrzaj

Vecéina objavljenih radova bavi se odredivanjem cefalosporina u bioloskom
materijalu, poput plazme, urina i seruma, ali je istovremeno malo radova u kojima je
opisano njihovo odredivanje u cerebrospinalnoj tecnosti, verovatno zbog male
koncentracije cefalosporina u ovom fluidu i njegovog tezeg uzorkovanja. Ovaj rad
predstavlja pregled rezultata odredivanja cefalosporina u cerebrospinalnoj tecnosti
objavljenih u poslednjih desetak godina i istovremeno vr$i uporednu analizu analitickih
metoda koje se koriste za ova merenja. Metode koje se koriste za analitiCko odredivanje
ovih antibiotika u cerebrospinalnoj tecnosti su tecna hromatografija pod visokim
pritiskom (HPLC), kapilarna elektroforeza (kapilarna zonska elektroforeza (CZE),
micelarna elektrokinetiCka kapilarna hromatografija (MEKC)), kao i adsorptivna
,.stripping* voltametrija (AdSV). Cefalosporini koji su ispitani i odredeni kori§¢enjem
navedenih metoda su cefepim (HPLC, MEKC, AdSV), ceftriakson i cefotaksim (CZE,
HPLC), cefiksim (HPLC), cefuroksim i ceftazidim (CZE). Najnize vrednosti granice
detekcije (LOD) i granice odredivanja (LOQ) cefalosporina u cerebrospinalnoj te¢nosti
dobijene su za cefepim i to metodom adsorptivne ,stripping™ voltametrije i iznose
2,3 x 10™* pg/mL i 7,68 x 10™* pg/mL, respektivno. Ostale razmatrane metode pokazale
su manju osetljivost, kod HPLC vrednost LOD se kretala od 0,08 pg/mL do 0,2 ng/mL,
a kod CZE i MEKC granica detekcije pojedinih cefalosporina iznosila je preko
0,3 pg/mL.

Kljucne reci: cefalosporini, odredivanje, cerebrospinalna tecnost, HPLC, CZE,
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Uvod

Cefalosporini [1] su sintetski antibiotici sli¢ni penicilinima po hemijskoj
strukturi, mehanizmu dejstva i farmakokinetiCkim karakteristikama, a od
penicilina se razlikuju po Sirem antibakterijskom spektru i po otpornosti na
penicilinazu, tj. B — laktamazu. Deluju na veliki broj G(-) bakterija (E.coli,
Proteus, Pseudomonas), kao i na G(+) bakterije (Staph. aureus). Mehanizam
dejstva cefalosporina sastoji se u inhibiranju sinteze celijskog zida bakterije
(baktericidno dejstvo), za Sta je odgovorna sama struktura cefalosporina, tj.
7 — amino — cefalosporanska kiselina, koja sadrzi § — laktamski prsten, kao deo
neophodan za antibakterijsku aktivnost (sl. 1).
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Slika 1.  Struktura derivata 7 — aminocefalosporanske Kkiseline
Figure 1 Structure of the 7 — aminocephalosporanic acid derivatives

Analiticke metode

U poslednjoj dekadi objavljen je veliki broj radova u kojima dominira
HPLC kao metoda izbora za odredivanje cefalosporina u humanom serumu,
plazmi 1 urinu [2-9]. Spektrofotometrija [10], adsorptivna ,,stripping®
voltametrija [11-15] i1 kapilarna elektroforeza [16] su metode koje su takode
koris¢ene za odredivanje cefalosporinskih antibiotika u urinu i serumu.

Manji je broj publikovanih c¢lanaka, koji se bave odredivanjem
cefalosporina u cerebrospinalnoj tec¢nosti (CST) i to uglavnom koris¢enjem
HPLC metoda [17-23], elektroforetskih metoda [24-27] i AdS voltametrije [28].

Dve HPLC metode se koriste za odredivanje cefepima i ceftriaxona, dva
polusintetska antibiotika Sirokog spektra dejstva kako na G(+) tako i na G(-)
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bakterije. Ceftriakson pripada III, a cefepim IV generaciji cefalosporina.
Zajednicka osobina im je da dobro difunduju u ekstra celularni prostor,
ukljucujuéi i cerebrospinalnu te¢nost, Sto ih ¢ini pogodnim u tretmanu infekcija
centralnog nervnog sistema. Osim toga sin — konfiguracija metoksiimino grupe
povecava stabilnost na § — laktamaze. Ono Sto razlikuje cefepim od ceftriaksona
je prisustvo kvaternernog azota na polozaju C-3 dihidrotiazinskog prstena,
dajuc¢i mu ,,zwitter” jonski karakter. Ova ,,zwitter jonska struktura omogucéava
cefepimu lako prolazenje kroz lipidne membrane i odliénu penetraciju u CST.
Od izuzetnog znacaja je postizanje odgovarajuce, merljive, koncentracije ovoga
leka u CST u terapiji bakterijskog meningitisa. Preporuc¢ena doza cefepima u
ovom slucaju je veoma visoka, 2 g intravenozno svakih 8 — 12 h kod odraslih. Iz
ovih razloga ovaj cefalosporin je veoma interesantan za odredivanje razliitim
analitickim metodama.

Cilj prve HPLC metode koju su predlozili Palacios i saradnici [17] bio je
validacija 1 odredivanje cefepima u cerebrospinalnoj tecnosti u
farmakokineti¢kim i farmakodinamic¢kim studijama. Drugom HPLC metodom
[18] Glaria i saradnici ispitivali su stabilnost ceftriaksona u cerebrospinalnoj
te¢nosti i vodi u prisustvu ili odsustvu 0,05 mol/dm?® fosfatnog pufera (pH 6,0),
na Cetiri razliite temperature (sobna temperatura, +8°C, -20°C, i -40°C) u
razli¢itim vremenskim intervalima. U oba slucaja koris¢ena je RP C18 kolona.
Pri odredivanju cefepima kao mobilna faza koricS¢ena je smeSa fosfatnog
pufera (pH 7) i 10 mmol/dm® metanola (75:25), s protokom od 0,5 mL/min i
talasnom duzinom detekcije koja iznosi 256 nm uz prethodnu neophodnu
pripremu uzorka mikrofiltracijom (0,45 um injekcijski filtri). Kod odredivanja
ceftriaxona mobilna faza predstavlja smesu acetonitrila (300 mL), 0,1 mol/dm’
fosfatnog pufera (pH 7,4; 50 mL) i tetrabutil — amonijumbromida (3,2 g), koja
je dopunjena vodom do 1 L. Protok mobilne faze bio je 1 mL/min i talasna
duzina detekcije na 270 nm (Tabela I). Kao interni standard kori§éen je cefradin
(15 pg/mL). Priprema uzorka sastojala se iz meSanja 200 pL CST i 30 pL
cefradina u trajanju od 15 s na magnetnoj mesalici, a zatim je dobijena smesa
centrifugirana 3 minuta.
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Tabela I

Table 1

teCnosti

cerebrospinal fluid

Methods and conditions for cephalosporine determination in

Metode i uslovi za odredivanje cefalosporina u cerebrospinalnoj

Uslovi odredivanja
Cefalosporin Struktura Metoda Referenca
T(°C) pH ,nm/E
»ﬁ/m" HPLC 25 7 256 17
H
Cefepim =Y \F} MEKC 25 7 254,214 | 25,27
S.\I/N Q N,z -
o
Lo AdSV 25 5,8 1,2V 28
- Ohte
T HPLC -40,20 | 6 270 18
EPCNPLUNIPEN 2025 | 7.4
Ceftriakson [\ \ﬂ/; l/’ __.'_-_
L ¢ L7 Id
| czE 20,25 | 9,2 270 24
ot
L
N 0~ e
Cefuroksim U] ?
~onAd | cze 25 9,2 270 24
N AL
y
N\._
i
N/le.iu
| . HPLC 25 5,2 262 22
Cefotaksim —
Y ¢ _ CZE 25 9.2 270 24
NH; COOH
_AC(CH),CO0H
o CZE 25 9,2 270 24
N, S
Ceftazidim FN j;\’jv@
5, /N o N / N'»\H_
= < Y MEKS 25 7 254,214 | 26
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n
¥l
Cefiksim HPLC 25 7 280 23
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Nakon proverene stabilnosti rastvora za analizu, uraden je ,,system
suitability* test sa namerom da se dokaze da su rezolucija i ponovljivost
prihvatljivi za analizu. Faktor kapaciteta (k), iznosio je 1,70 za vrednost brzine
protoka od 0,5 mL/min. Faktor kapaciteta predstavlja meru zadrzavanja
komponente u koloni i mora imati vrednost 1 < k < 10. Faktor rezolucije, R,
iznosio je 2,052. Vrednost Ry > 1,5 — 2,0 je uobicajeno prihvatljiva kao dobra
rezolucija izmedu posmatranog pika i najblizeg potencijalno interferirajuceg
pika. Preciznost je potvrdena veli¢inom relativne standardne devijacije
RSD < 1%.

Proces validacije. Linearnost je potvrdena odlicnim koeficijentom
korelacije r = 0,9998. Tacnost je merena na uzorcima tri razli¢ite koncentracije
(1, 50, 1 150 pg/mL) i srednja vrednost ponovljivosti bila je 100 + 2% za svaku
koncentraciju, §to je u saglasnosti sa FDA [29] i ICH [30] smernicama.
Preciznost merenja koja su vrSena istog dana (,intra — day precision®) je
potvrdena vrednoséu RSD od 0,9 %, kao i srednja preciznost (,inter — day
precision®) sa RSD od 1,1 %. Granica detekcije (LOD) je racunata kori§¢enjem
obrasca:

LOD = 3 x S,/a, gde S, predstavlja standardnu devijaciju odgovora
detektora, dok a predstavlja nagib kalibracione krive, pri ¢emu je dobijena
vrednost 0,08 pg/mL. Granica odredivanja (LOQ) je raCunata iz izraza
LOQ = 10 x S,/a i dobijena je vrednost 0,24 pg/mL (Tabela II). Specifi¢nost
metode je ispitivana na jo§ 42 leka od kojih samo ceftriakson pokazuje
potencijalnu interferenciju. Promena eksperimentalnih parametara unutar koje
data metoda daje zadovoljavajuci odgovor, kao $to je pH mobilne faze, promena
koncentracije pufera i odnosa zapremina mobilne faze, je pokazala da nijedan
od ovih parametara nije uticao na razvijanje hromatograma. Jedini kritiCan
parametar bio je protok.
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Tabela I  Statisticki parametri odredivanja cefalosporina u cerebrospinalnoj

tecnosti
Table 1T Statistic parameters for cephalosporine determination in cerebrospinal
fluid
Parametri odredivanja
Cefalosporin | Metoda Referenca
r Ponovljivost LOD LoQ

HPLC 0,9998 100 2% 0,08 g/mL 0,24 g/mL 17
Cefepim MEKC >0,999 90 % 0,3 g/mL 1 g/mL 25,27

AdSV 0,9991  |93% 2,3x10* pg/mL |7,68 x 10 pg/mL |28

HPLC 0,9988 (100 24 % |0,02 g/mL 0,07 g/mL 18
Ceftriakson IP HPLC >0,999 96% 0,019 g/mL 0,065 g/mL 19,20

CZE >0,999 |/ 0,23 g/mL 0,77 g/mL 24
Cefuroksim CZE >0,999 / 0,36 g/mL 1,2 g/mL 24

CZE >0,999 / 0,21 g/mL 0,7 g/mL 24
Cefotaksim

HPLC 0,9973 88% 0,24 g/mL 0,8 g/mL 22
Cefiksim HPLC >0,999 97% 0,05 g/mL 0,17 g/mL 23

CZE >0,999 |/ 0,48 g/ml 1,6 g/ml 24
Ceftazidim

MEKS >0,999 90 % 2 g/mL 6,8 g/mL 26

U farmakokinetickoj studiji za odredivanje koli¢ine cefepima u
cerebrospinalnoj tecnosti kod pet bolesnika koris¢ena je HPLC metoda [17].
Studija je bila odobrena od strane bolnicke eticke komisije. Dobijene
koncentracije su poredene sa rezultatima druge dve HPLC metode, koris¢enjem
Student-ovog t — testa i F — testa. Dobijeni su odli¢ni rezultati.

Prednost ove metode je u kori§¢enju metanola kao rastvaraca koji je
mnogo jeftiniji od acetonitrila, koji se uglavnom koristi, kao i protok od 0,5
mL/min §to pruza moguénost detekcije veoma niskih koncentracija cefepima.

HPLC metoda odredivanja stabilnosti ceftriaksona [18], dala je isto tako
dobru linearnost sa koeficijentom korelacije r = 0,9988 (Tabela II). U okviru
validacije ispitana je ponovljivost, srednja preciznost i reproduktivnost i
dobijene su RSD vrednosti 2,1%, 2,1%, 4,6% za koncentraciju 5 ug/mL i 1,3%,
3,3%, 0,6% za koncentraciju 20 ug/mL. Tacnost je odredena pomocu uzoraka
dve razlicite koncentracije (5 i 20 pg/mL) i srednja vrednost ponovljivosti bila
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je 100 £ 2,4%. LOD je bio 0,02 ug/mL i LOQ je bio 0,07 pg/mL, a dobijeni su
izracunavanjem odnosa signal/Sum 3:1, odnosno 10:1.

Ova metoda ispitivanja stabilnosti ceftriaksona u vodi i CST pokazala je
da se njegova degradacija odvija po kinetici prvog reda i da je veca pri viSim
temperaturama i u odsustvu fosfatnog pufera. Konstanta degradacije predstavlja
vreme za koje koncentracija supstance opadne na 90% njene pocetne
koncentracije. Iz ovog razloga, predlagani uslovi (0,05 mol/dm® fosfatni pufer
(pH 6,0) i temperatura -40°C) su preporuceni za ¢uvanje uzoraka pre analize.

Odredivanje koncentracije i stabilnosti cefriaksona u cerebrospinalnoj
teCnosti vrSeno je i «ion - pair» tecnom hromatografijom 19, 20 . Ova metoda
je pokazala znatne prednosti za odredivanje relativno polarnih supstanci kakav
je ceftriakson u odnosu na standardne reverzno fazne C18 kolone. Mobilna faza
sastojala se od smese acetonitrila i fosfatnog pufera (pH 7,4), uz dodatak
tetrabutilamonijum bromida kao «ion-pair» agensa. Postignuta je preciznost sa
koeficijentom varijacije manjim od 4,61%. Ostali analiti¢ki parametri sumirani
suu Tabelama I i II.

Cefotaksim u CST odredivan je sam 21, ali i simultano sa svojim
aktivnim metabolitom dezacetilcefotaksimom 22 koris¢enjem HPLC metode
(Tabele 1 i II). Postupak je podrazumevao talozenje proteina, a zatim
razdvajanje na RF koloni sa UV detekcijom na 262 nm. Retenciona vremena za
cefotaksim i dezacetilcefotaksim iznosila su 6,2 i 2,2 min $to ukazuje na dobro
razdvajanje koje je postignuto koris¢enjem mobilne faze H3;PO4 — acetonitril
(85:15).

Cefiksim, oralni antibiotik koji se primenjuje u pedijatriji ispitan je
koris¢enjem HPLC metode sa C8 kolonama 23 uz UV detekciju na 280 nm.

Kapilarna elektroforeza (CE) se takode pokazala kao mo¢na tehnika za
analizu cefalosporina u cerebrospinalnoj tecnosti. U poslednjih nekoliko godina
objavljeni su radovi o odredivanju cefalosporina kapilarnom zonskom
elektroforezom (CZE) [24] i micelarnom elektrokinetickom hromatografijom
(MEKC) [25-27] u CST. CE je tehnika koja obec¢ava veliku primenu s obzirom
na odlicnu mo¢ razdvajanja i mogucnost direktnog injektiranja uzoraka u
kapilare bez prethodne pripreme, Sto omugucuje uStedu u vremenu i ceni.
Direktno injektiranje uzoraka kod CZE moguce je samo u slucaju da uzorak ne
sadrzi veliku koli¢inu proteina (cerebrospinalna te¢nost, urin — razblazeni). U
suprotnom, npr. kod plazme ili seruma, MEKC je metoda izbora, kod koje se
natrijum lauril sulfat (NaLS) koristi kao surfaktant koji reagujuci sa proteinima
stvara negativno naelektrisane micele koje se vezuju za kapilaru i na taj nacin
omogucujuci prvo eluaciju analita.
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U ¢lanku autora Gaspar A. i saradnika [24], istrazivana je mogucnost
direktnog odredivanja Cetiri cefalosporina (ceftazidim, cefotaksim, cefuroksim,
ceftriakson) u bioloskom materijalu (CST, serumu, urinu) primenom kapilarne
elektroforeze. Kao i kod ceftriaksona sin — konfiguracija metoksiimino grupe
povecava stabilnost cefotaksima i cefuroksima na P — laktamaze, a sin —
konfiguracija karboksipropanoksiimino grupe daje izuzetnu stabilnost
ceftazidimu prema B — laktamazama koje stvaraju G(-) bakterije. Pritom,
piridinska grupa povecéava njegovu rastvorljivost u vodi.

Kod ovih ispitivanja, uglavnom je koris¢ena CZE, osim kod odredivanja
iz seruma, kada je zbog visokog sadrzaja proteina primenjena MEKC. Tehnika
CZE je izvedena u kapilarama punjenim silicijumom, spolja prekrivenim
poliimidom koje su pre i izmedu analiza bile kondicionirane. Primenjeni napon
je bio +25 kV, temperatura kapilare 25°C, sa detekcijom na 270 nm. Urin i
serum su pre analize bili pet puta razblazeni destilovanom vodom. Svi uzorci su
pre analize filtrirani kroz 0,45 um injekcijske filtre. Cefalosporini sadrzani u
CST mogu biti odredivani pomoc¢u CZE bez prethodnog predtretmana — bez
razblazivanja uzoraka ili dodavanja razli¢itih reagenasa elektrolitu. Ispitivan je
uticaj pH na migraciono vreme cefalosporina i izabran boratni pufer (pH 9,2)
kao najoptimalniji elektrolit. Razdvajanje smese Cetiri cefalosporina u vodenom
rastvoru rezultovalo je granicom detekcije (LOD) u intervalu od 0,206 do 0,478
pg/mL i granicom odredivanja (LOQ) od 0,686 do 1,593 ug/mL. Preciznost je
postignuta samo nakon prvog iniciranja RSD < 0,84%. Glavni razlog zbog koga
nije kasnije postignuta preciznost bolja od RSD < 2,4% verovatno je bila spora
degradacija cefalosporina u vodenom medijumu. Linearnost je postignuta u
intervalu koncentracija od 2 — 150 pg/mL (r = 0,999). Ovom metodom (CZE)
smesa cCetiri cefalosporina je odredivana u CST u terapeutskom opsegu doza od
1 — 50 pg/mL bez ikakve prethodne pripreme uzoraka. Ovo je veoma
jednostavna metoda u kojoj je kompletno razdvajanje cefalosporina bilo
postignuto za 5 min (Tabele I i II).

Autor Chen S. H. i ostali [25-27] koristili su MEKC metodu za
odredivanje cefepima [25,27] i ceftazidima [26] u cerebrospinalnoj te¢nosti sa
UV detekcijom na 254 i 214 nm, bez ikakve prethodne pripreme uzorka.
Eksperimentalni uslovi pod kojima su odredivani cefepim i ceftazidim su skoro
identi¢ni, pri cemu je linearnost za ceftazidim postignuta u intervalu od 3 — 90
pg/mL sa granicom detekcije od 2 pg/mL, a za cefepim u intervalu od 1 — 20
pg/mL sa granicom detekcije od 0,3 pg/mL. Razdvajanje je vrSeno u kolonama
punjenim silicijumom na temperaturi od 25°C, uz kondicioniranje. Kao
elektrolit [25, 26] upotrebljavana je smesa tris(hidroksi-metil)Jaminometan
(Tris) pufera i Na — lauril sulfata (NaLS). Metoda je modifikovana kako bi se
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mogla koristiti za istovremeno odredivanje cefepima i vankomicina [27].
Navedenoj smesi dodat je metanol, jer prisustvo samo NaLS i Tris-a nije dovelo
do zeljene rezolucije ova dva leka.

CST je u sva tri slucaja uzeta od pacijenata obolelih od meningitisa.
Koris¢ena su dva nacina injektovanja uzorka u kapilaru: hidrodinamicki i
elektrokineticki. U prvom sluc¢aju, kada je odredivan sam cefepim [25] dobijeni
su dobri rezultati primenom direktnog, hidrodinamickog ubrizgavanja uzorka,
dok je u drugom slucaju odredivanja cefepima u smesi sa vankomicinom [27],
elektrokineticki nacin injektovanja (10 kV, 15 s) dao bolje rezultate.
Elektrokineticko unoSenje uzorka obezbeduje bolje i efikasnije razdvajanje
komponenata smeSe tako $to dodatno ubrzava pozitivno naelektrisane Cestice
primenom potencijala od 10 kV na anodi u trajanju od 15 s.

Humani proteini u bioloskom uzorku reaguju sa hidrofobnim NaLS, §to
¢ini proteine veoma rastvornim u micelarnoj fazi i zbog toga slabo pokretnim
duz kapilare. Nekoliko parametara kao Sto su: pH, koncentracija Tris pufera,
NaLS kao i koncentracija metanola (5% metanol je izabran kao optimalna
koncentracija za odredivanja u CST), uti¢u na odredivanje ovim metodama.
Dobri korelacioni koeficijenti r = 0,999 ukazuju na linearnost kalibracionog
dijagrama. Ponovljivost ("intra — day”) dala je RSD < 1,8%, dok je srednja
preciznost ("inter — day”) dala RSD < 2,4% u prvom slucaju, u drugom 1,7%,
odnosno 3,5%. Ta¢nost metode u prvom slucaju bila je potvrdena sa "recovery”
— vrednos¢u od 100 += 3,1%, dok su u drugom slucaju sve varijacije
ponovljivosti u intervalu + 1%. U slucaju odredivanja cefepima iz smeSe sa
vankomicinom [27], ispitana je i robustnost metode. Menjane su vrednosti
koncentracija Tris pufera, NalLS-a, metanola, kao i vrednost pH, napona i
talasne duzine detekcije, pri Cemu su fluktuacije migracije i osetljivosti
ispitivanih supstanci bile manje od 4%. LOD bio je 0,3 pg/mL u oba slucaja,
dok je LOQ bio 0,9 odnosno 1 pg/mL, za svaki posebno. Pod datim MEKC
uslovima selektivnost metode u sva tri slucaja je potvrdena ispitivanjem velikog
broja drugih cefalosporinskih antibiotika.

MEKC metoda sa direktnim injektovanjem uzorka bez njegove prethodne
obrade za odredivanje cefepima u CST opisana je kao brza, osetljiva i efikasna
metoda. Proces prethodne obrade uzorka poput cvrsto — tecne ekstrakcije, tecno
— teCne ekstrakcije ili deproteinizacije nekim organskim rastvara¢em moze biti
komplikovan i zahteva veci utroSak vremena. Validacioni parametri su pokazali
da metoda ima visoku tacnost. Cefepim u biloskom rastvoru ostaje stabilan 30
dana na temperaturi od -40°C, pa je stoga ova metoda pogodna za njegovu
analizu u CST prikupljenoj za vreme farmakokinetickih istrazivanja.
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Elektroanaliticke metode su potvrdene kao osetljive i selektivne metode
odredivanja cefalosporina. Objavljeni radovi se uglavnom baziraju na redukciji
na kapajuéoj (KZE) ili stacionarnoj (SZE) Zivinoj elektrodi u bioloskom
materijalu. U poslednjih nekoliko godina objavljen je samo jedan c¢lanak o
odredivanju koncentracije cefepima primenom adsorptivne ,,stripping™
voltametrije u cerebrospinalnoj tecnosti [28] i ve¢i broj radova koji se bave
odredivanja u urinu i serumu [11-15]. ,,Stripping* voltametrija je vazna tehnika
odredivanja tragova organskih i neorganskih supstanci, sa detekcijom koli¢ina
manjih od nanogramskih. To je brza, osetljiva metoda sa jednostavnim nacinom
izvodenja.

Cilj ove tehnike [28] bio je da optimizira elektrohemijski postupak
odredivanja cefepima u CST primenjuju¢i katodnu adsorptivnu ,,stripping*
linearnu voltametriju (CAdSLV) na stacionarnoj zivinoj elektrodi. Ispitivana je
zavisnost intenziteta struje voltametrijskog pika od potencijala i vremena
akumulacije, vremena mirovanja rastvora, brzine promene potencijala i pH,
korigéenjem 107 pg/mL rastvora cefepima. Snimljen je veliki broj
voltamograma na razliCitim pH i najbolje izrazen voltametrijski pik dobijen je
na pH 5,8, pa je ta vrednost uzeta za dalja merenja. Zavisnost visine pika od
potencijala akumulacije pokazala je da se cefepim najbolje akumulira na
potencijalu -0,3 V, pa je ova vrednost koris¢ena u daljim merenjima kao
potencijal akumulacije. Za vreme akumulacije uzeto je 120 s, a 15 s je uzeto
kao vreme potrebno za smirivanje rastvora. Optimalna vrednost brzine promene
potencijala iznosila je 0,5 V/s i primenjena je na sva merenja. Primenom svih
ovih uslova koji su izabrani za CAdSLV odredivanje cefepima, linearnost struje
voltametrijskog pika i koncentracije cefepima je postignuta u opsegu 10— 107
pg/mL, sa vrednoscu koeficijenta korelacije od r = 0,9991, uz dobru tacnost i
preciznost (Tabele I i II). 1z kalibracione krive odredeni su LOD i LOQ ¢ije su
vrednosti 2,3 x 10* pug/mL i 7,68 x 10* ug/mL. Ispitivanjem preciznosti
dobijena je vrednost relativne standardne devijacije RSD = 0,93%.

Cerebrospinalna te¢nost kojoj je dodat cefepim u koncentracijama
2,28 x 107 ug/mL i 2,4 x 107 pg/mL ispitivana je voltametrijskom metodom
pod veé opisanim uslovima. Izvedena su tri odredivanja za svaku koncentraciju
i dobijene su srednje vrednosti ponovljivosti od 99,1% i 98,9% sa RSD 2.5 % i
2,8%, za svaku koncentraciju posebno. Metoda je veoma osetljiva i pouzdano
meri niske doze leka.

Zakljucak

Ovaj rad pokazuje da su ispitivanja cefalosporina u cerebrospinalnoj
teCnosti iako malobrojna (verovatno zbog njihove male koncentracije u ovom
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fluidu i1 njegovog tezeg uzorkovanja), dala veoma dobre rezultate i da se u
poslednje vreme intenzivno razvijaju i modifikuju tehnike za njihovo
odredivanje. HPLC metoda je jednostavna, brza i ta¢na, pa je njome moguce
odredivanje cefalosporina u ovom bioloskom materijalu. Elektroforetske
metode pokazuju odlicnu mo¢ razdvajanja i mogucnost direktnog injektiranja
uzoraka u kapilare bez prethodne pripreme, §to omugucuje ustedu u vremenu i
ceni. Direktno injektiranje uzoraka kod CZE mogucée je samo u slu¢aju da
uzorak ne sadrzi veliku koli¢inu proteina. U suprotnom, npr. kod plazme ili
seruma, MEKC je metoda izbora, opisana kao brza, osetljiva i efikasna metoda.
Adsorptivna voltametrija je takode opisana kao jednostavna, brza i osetljiva
metoda. Ono S§to je Cini izuzetno dobrom je detekcija veoma niskih
koncentracija, nanogramskih, koje se recimo metodom HPLC ne mogu
detektovati. Najnize vrednosti granice detekcije (LOD) i granice odredivanja
(LOQ) cefalosporina u cerebrospinalnoj tecnosti dobijene su za cefepim i to
metodom adsorptivne ,.stripping® voltametrije i iznose 2,3 x 10 pg/mL i
7,68 x 10™* ug/mL respektivno. Ostale razmatrane metode HPLC, CZE i MEKC
pokazale su nesto manju osetljivost.
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Summary

There are a lot of papers describing cephalosporin determination in biological
samples, like plasma, urine and serum, but very few of them dealing with their
determination in cerebrospinal fluids (CSF). The reason for this is probably the low
cephalosporin concentration in CSF and difficulties with sample collection. This paper
presents review of the articles dealing with determination of cephalosporins in the
cerebrospinal fluid, published in last ten years. The aim of this article is to compare
available analytical methods used for these determinations. There are several analytical
methods that are used for cephalosporin determination in CSF, such as high-
performance liquid chromatography (HPLC), capillary electrophoresis (capillary zone
electrophoresis (CZE), micellar electrokinetic capillary chromatography (MECC)) and
adsorptive stripping voltammetry (AdSV). Cefepime, ceftriaxone, cefuroxime,
cefotaxime, cefixime and ceftazidime are cephalosporins already investigated and
determined in CSF using above mentioned techniques. The lowest limit of detection
(2,3 x 10 pg/mL) and limit of quantification (7,68 x 10 pg/mL) for cephalosporins in
cerebrospinal fluid were determined for cefepime using Adsorptive “Stripping”
Voltammetry. Other techiniques showed lower sensitivity, with LOD values in the
range from 0.08 pg/mL to 0.2 pg/mL for HPLC, and above 0.3 pg/mL in the case of
CZE and MEKC.

Key words: cephalosporine, determination, cerebrospinal fluid, HPLC, CZE,
MEKC, AdSV
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