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ABSTRACT: The aim of the present study was to work out a method of isolation and
identification of cephalosporin antibiotics in biological material and then to find out
if the method can be used for autopsy material — especially in the case of children’s
deaths in which only small amounts of material are available, and medicine concen-
tration in the tested sample is very low. Isolation of cephalosporin antibiotics from
post-mortem material was conducted by the liquid-liquid extraction method. The
identification of cephalosporin antibiotics separated from the biological material was
carried out by the use of thin-layer chromatography, applying various developing
and location systems. Cephalosporin was determined by the HPLC method.
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INTRODUCTION

In spite of the significant progress in chemotherapy of bacterial infec-
tions, deaths of infants and children with known bacterial infections are still
noted. Recently, several cases were directed to the Department of Forensic
Medicine, L. Rydygier Academy of Medicine in Bydgoszcz, in order to estab-
lish or confirm the cause of death of children in whom bacterial infections
had been diagnosed, but therapy carried out had been ineffective. In such
cases it is very often questioned whether the therapy applied or medicine
prescribed were correct and, indeed whether the prescribed medicine was
administered at all.

Nowadays, B-lactam cephalosporin antibiotics are most frequently ap-
plied in heavy, relapsing cases of bacterial infections of children [1, 2, 3, 11];
so the problem of establishing their presence in post-mortem material can
come up in the course of forensic medical work.

Cephalosporins — semisynthetic derivatives of 7-aminocephalosporate
acid (7-ACA) originate from cephalosporin C discovered in the nineteen fif-
ties. Through modifications of the particle of 7-aminocephalosporate acid in
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Fig. 1. The general structure of cephalosporin.

positions C-3 and C-7 (Figure 1), a great number of antibiotics of various
properties and different spectra of action (generation I, IT and III cephalo-
sporin) have been obtained.

Cephalosporin antibiotics are medicines that are considered as safe and
not exhibiting toxicity related to dose. They are excreted unchanged, for the
most part with urine. Pharmacokinetic data of the cephalosporins studied in
the current paper are presented in Table 1.

One can find in the literature that the following analytical methods have
been used for determination of cephalosporin antibiotics: spectrophoto-
metry, electrochemistry and chromatography [4, 5, 6, 7, 8, 9]. In clinical toxi-
cology and therapy, when the level of the medicine in serum is being moni-
tored, the most frequently used analytical method is high performance lig-
uid chromatography (HPLC) with UV detection [4, 5, 6, 7]. Application of
this method to the determination of cephalosporin antibiotics in biological
material other than serum and urine is rather limited due to the need to
carry out the inconvenient process of isolation of the medicine from biologi-
cal material.

As cases where cephalosporin antibiotics have to be determined in
post-mortem material have begun to occur more frequently, we have at-
tempted to present the analytical techniques routinely used for identifica-
tion of these medicines in the Department of Forensic Medicine, L. Rydygier
Academy of Medicine, Bydgoszcz. In chemical and toxicological analysis for
forensic purposes one of the most widely used methods of screening is thin
layer chromatography (TLC). Application of this method to the determina-
tion of cephalosporins in biological material has not been mentioned in the
literature so far, thus it would be worthwhile performing an evaluation of
the usefulness of the TLC method for identification of cephalosporin antibi-
otics in post-mortem material, especially when only a small amount of the
material is accessible or when the concentration of medicine is very low in
the sample. The study was two fold:
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1. establishing of the conditions for isolation of the studied medicines
from biological material,

2. establishing of the conditions for identification of medicines chosen
from the group of cephalosporins with the use of the TLC method (se-
lection of proceeding system and the developing chemical reagent).

Quantitative analysis of the antibiotics isolated from biological material
was carried out using the HPL.C method.

The method of analysis worked out in this publication was checked in
practice by determination of the level of Cefuroxime (Zinacef) in post-mor-
tem material collected in the case of the death of a nine-month-old infant
that had suffered from bronchitis, was treated with this medicine, and was
suspected of having received an overdose (of the medicine).

MATERIALS AND METHODS

Isolation and identification of selected cephalosporin antibiotics: Cefazo-
lin (Kefzol) — generation I cephalosporin; Cefamandole (Mandol) and Cefu-
roxime (Zinacef) — generation II cephalosporin; Ceftazidim (Fortum) — gene-
ration III cephalosporin, were carried out for standard aqueous solutions as
well as for samples of urine and fragments of internal organs (liver), to which
the appropriate cephalosporins were added at concentration of 40 pug/ml. Ce-
faclor at concentration 60 ug/ml was also added as an internal standard to
each sample. Samples prepared in such a manner in quantities of 4 ml (4 g of
homogenate) were subjected to extraction at pH = 7.4 with the use of
solvents that are most frequently applied in the isolation of xenobiotics from
biological material (ether, chloroform, acetonitrile, mixture of dichloromet-
hane and isopropanol 15:85). Condensed extracts were analysed with thin
layer chromatography on silicon gel GF,,,. As the moving phases, two proce-
eding systems were applied: methanol and ammonium 100:1.5, i.e. the most
frequently used proceeding system for screening purposes, and also the sys-
tem ethanol: water 7:3, that is one of various systems used in antibiotics
identifications.

In order to reveal the zones of the studied medicines plates were observed
in UV light. The following chemicals were used to develop the obtained
chromatograms: potassium permanganate, diphenylcarbazone with mer-
cury chloride and ninhydrine. Identification of the studied compounds was
based on comparison of the values of R, coefficients with R, coefficients of
standard medicines chromatographed simultaneously.

Determination of the concentrations of the medicines (in aqueous stan-
dard solutions, urine samples and fragments of liver) extracted as described
above was performed using the HPL.C method. The analysis was carried out
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with Pharmacia LKB apparatus with a spectrophotometric detector. The
conditions of analysis of cephalosporin antibiotics were based on data pu-
blished in a technical note of Supelco [10]. For the examinations a Supelcosil
LC-18 DB column was applied with the use of the following moving phase:
0.5% acetic acid in a solution of acetonitrile and water 15:85, flow of 2 ml/min
and UV detection at A = 254 nm. The samples were introduced onto the co-
lumn with a 200 ul injection loop.

In the case of analysis of biological material collected during autopsy of
an infant that was treated with Cefuroxime, acetonitrile was used for ex-
traction. Qualitative analysis of the studied samples was performed with
TLC method under the conditions described above. Concentration of each
medicine in biological material was determined with the HPLC method (in
conditions as described above). The internal standard (Cefaclor) was added
to samples before the injection onto the chromatographic column.

RESULTS

The determination of the concentration of cephalosporin medicines ex-
tracted from aqueous solutions, blood, urine and fragments of liver was car-
ried out by the HPLC method. An example of a chromatogram obtained from
analysis of a blood sample containing a mixture of these medicines is pre-
sented in Figure 2.

2 Fig. 2. Chromatogram of HPLC separa-

tion of cephalosporin antibiotics (blood).

1. Cefazolin (Kefzol)

2. Cefamandole (Mandol)
LJ L 3. Cefuroxime (Zinacef)
L Vo 4. Ceftazidim (Fortum)

0o 2 4 6 IS — Cefaclor
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The obtained results of separation efficiency of analysed antibiotics are
presented in Table II. For the purpose of isolation of Cefalomandole from
aqueous solutions and biological material, the mixture of dichloromethane
and isopropanol (15:85) turned out to be best among the solvents examined.
For the other medicines the highest extraction efficiency was achieved using
acetonitrile (above 85.8%).

Results of identification of medicines analysed by the TLC method are
presented in Table III. The following two developing systems were applied:
methanol and ammonium (100:1.5) as well as ethanol and H,0 (70:30). The
chromatographic plates were observed under UV light at wavelength
A = 254 nm for revealing areas of the analysed components and they were
developed by three colouring reagents (diphenylcarbazone with mercuric
chloride, ninhydrin and potassium permanganate). Detection limits for the
analysed cephalospirins in the TLC conditions are presented in Table IV. From

TABLE III. RESULTS OF SCREENING EXAMINATIONS BY THE TLC METHOD

Location system
Mercuric
R, x 100 ide — uv
! chloride Ninhydrin |  KMnO,
diphenylcar- A =254 nm
Drug
bazone
Ethanol : Methanol :
water ammonia Colour
(70:30) (100:1.5)
Cefazolin
(Kefzol) 0 85 - - Yellow-brown +
Cefamandole
(Mandol) 0 75 — - Yellow-brown +
Cefl-lroxune 80 50 - - Yellow-brown +
(Zinacef)
Ceftazidim 50 30 Yellow-brown | Orange-red — +
(Fortum)

TABLE IV. LIMIT OF DETECTION OF CEPHALOSPORIN ANTIBIOTICS IN TLC METHOD

Location reagent — limit of detection
Drug Mercuric chloride- . ) uv
KMnO
diphenylcarbazone Ninhydrin " A =254 nm
Cefazolin 200 100
- - n
(Kefzol) & ne
Cefamandole
- - 500 ng 300 ng
(Mandol)
Cefuroxime 500 300
— — n n
(Zinacef) g g
Ceftazidim
200 ng 200 ng - 100 ng
(Fortum)
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the performed study it was found that 100 ng of Cefazolin or Ceftazidim and
300 ng of Cefamandole and Cefuroxime could be detected with TLC and UV
detection at wavelength A = 254 nm.

Results of the analysis of Cefuroxime in biological material taken from
the corpse of a nine-month-old infant who had suffered from bronchitis and
was treated with this medicine, are presented in Table V. Quantitative anal-
ysis was carried out by the HPLC technique.

TABLE V. CEFUROXIME (ZINACEF) LEVEL IN AUTOPSY MATERIAL

Material Cefuroxime (Zinacef) level
Blood 11.0 pg/ml
Liver 87.2 nglg
Kidney 24.5 nglg
Brain 21.6 pglg
DISCUSSION

As mentioned above, in the presented work the chemical and toxicologi-
cal analysis carried out was twofold. First, the conditions of extraction of the
analysed medicines from biological material were determined and the ex-
traction efficiency of cephalosporins was calculated for solvents that are
most often used in toxicological work: ether, chloroform, acetonitrile and
a mixture of dichloromethane and isopropanol (15:85). In the case of Cefa-
mandole (Mandol) the best results were obtained during extraction with
a mixture of dichloromethane and isopropanol (the extraction efficiency
was: 88.3% for fragments of liver, 93.6% for blood, 96.8% for urine and 98.6%
for aqueous solution). In the case of the remaining medicines: Ceftazidim
(Fortum), Cefuroxime (Zinacef), Cefazolin (Kefzol) the most effective solu-
tion for the extraction process was acetonitrile. The extraction efficiency of
Ceftazidim medicine using this solvent was: 88.9% for fragments of liver,
90.7% for blood, 93.9% for urine and 98.6% for aqueous solution; the extrac-
tion efficiency of Cefazolin medicine: 90.4% for fragments of liver, 94.4% for
blood, 96.6% for urine and 99.1% for aqueous solution and the extraction ef-
ficiency of Cefuroxime medicine was: 85.8 % for fragments of liver, 89.9% for
blood, 90.7% for urine, 95.5% for aqueous solution. The extraction efficiency
of the analysed medicines from the biological material, when ether was
used, fluctuated within the range 5.8-22.7% and in the case of chloroform
26.4—49.5%.
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The other part of the analysis concerned the choice of developing systems
and reagents that would enable identification of the considered medicines.
One can find from data included in Table III that the developing system that
enabled a satisfactory isolation of the studied components was the mixture
of methanol and ammonium (100:1.5). The applied developers (diphenyl-
carbazone with mercuric chloride, ninhydrin and potassium permanganate)
reacted with cephalosporins present in the chromatogram at various sensi-
tivity levels. However, distinct colour stains were achieved and after their
comparison to those obtained for standards had been performed, it was pos-
sible to identify all of the studied compounds. Using diphenylcarbazone with
mercuric chloride and ninhydrin, a colour reaction was achieved only for
Ceftazidim, whereas Cefazolin, Cefamandole and Cefuroxime only gave
a colour reaction with KMnO,.

In order to determine the concentration of antibiotics extracted from bio-
logical materials the HPLC method with UV detection was applied — the
most commonly used analytical method for this group of medicines. One can
find in the literature that, for analysis of cephalosporins, chromatographic
column Cv-18 [4, 5, 6, 7] has most frequently been used with detection at var-
ious wavelengths (265 nm, 254 nm, 235 nm) and using different mobile
phases:
acetonitrile : buffer (15 mM heptasulfonic acid), pH = 3.3 (4.5:95.5);
— 0,3% triethylamine in H20, pH = 5.1;
methanol : 0.01M KH:PO4, pH = 3.3 (20:80);
acetonitrile : 0.1% tetrabutylamine bromate aqueous solution (45:55).

In the presented study quantitative analysis of antibiotics from the group
of cephalosporins was performed by HPLC method and UV detection accor-
ding to data published by Supelco [10] (a Supelco LC-18 DB column, detec-
tion at wavelength A = 254 nm, the mobile phase: 0.5% acetic acid in acetoni-
trile aqueous solution; 15:85). Analysis in these conditions allowed us to ob-
tain a satisfactory separation of mixtures of all the studied medicines.
Retention times for the respective medicines were as follows: Cefaclor —
0.36 min, Cefazolin — 0.95 min, Cefamandole — 1.20 min, Cefuroxime —
1.9 min, Ceftazidim — 4.0 min.

As a result of toxicological analysis in blood and in fragments of internal
organs taken from the body of an infant, the presence of Cefuroxime was es-
tablished. The determined concentration of Cefuroxime in blood (Table V)
was within the range of therapeutic concentrations.
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CONCLUSIONS

1. Ether and chloroform are the solvents most frequently used in toxico-
logical practice for extraction of medicines from blood. It has been
proved in this study that the efficiency of extraction of cephalosporin
antibiotics with these solvents is very low (under 50%), thus, in the
case of analysis of cephalosporins in biological material the application
of acetonitrile can be recommended.

2. One can ascertain from the results obtained that the TLC method can

be utilised as a simple and inexpensive screening method for identifi-
cation of cephalosporin antibiotics (Cefazolin, Cefamandole, Cefuro-
xime and Ceftazidim) in biological material, even at therapeutic levels.

3. The analytical process described in this paper proved to be useful in

the determination of Cefuroxime (Zinacef) in post-mortem material
from an infant that had been treated with the medicine. The concen-
tration of Cefuroxime obtained was found to be within the range of
therapeutic concentrations.
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OZNACZANIE ANTYBIOTYKOW Z GRUPY CEFALOSPORYN
W MATERIALE SEKCYJNYM

Ewa PUFAL, Marzena SYKUTERA, Karol SLIWKA

WSTEP

Mimo istotnego postepu w chemioterapii zakazen bakteryjnych nadal notowane
sq zgony niemowlat 1 dzieci z rozpoznanymi infekcjami bakteryjnymi. W minionym
czasie do Zakladu Medycyny Sadowej AM im. L. Rydygiera w Bydgoszczy kilkakrot-
nie kierowano sprawy dotyczace ustalenia lub potwierdzenia przyczyny $mierci dzie-
ci, u ktérych wezeéniej stwierdzono zakazenia bakteryjne, a prowadzone leczenie
okazalo sie nieskuteczne. W takich przypadkach czesto kwestionowano prawidto-
woS§¢ zastosowanej terapii lub poddawano w watpliwo$é, czy zaordynowano odpo-
wiednie leki badz czy przepisane leki zostaty podane.

Obecnie w leczeniu ciezkich, nawrotowych zakazen bakteryjnych u dzieci stosuje
sie najczeSciej antybiotyki B-laktamowe z grupy cefalosporyn [1, 2, 3, 11], dlatego tez
w praktyce sadowo-lekarskiej mozna spotkaé sie z problemem koniecznoS§ci stwier-
dzenia ich obecnos$ci w materiale sekcyjnym.

Cefalosporyny — polsyntetyczne pochodne kwasu 7-aminocefalosporanowego
(7-ACA) pochodza od odkrytej w latach pie¢dziesiatych dwudziestego stulecia cefalo-
sporyny C. Poprzez modyfikacje czasteczki kwasu 7-aminocefalosporanowego w po-
zycji C-31 C-7 (ryc. 1) otrzymano wiele antybiotykéw o réznych wlasciwosciach i r6z-
nym spektrum dziatania (cefalosporyny I, II oraz III generacji).

Antybiotyki z grupy cefalosporyn uwaza sie za leki bezpieczne i zazwyczaj nie wy-
kazujace toksycznos$ci zwiazanej z dawka. Wydalane sa z organizmu w postaci nie-
zmienione] w przewazajacej czesci z moczem. Dane farmakokinetyczne analizowa-
nych w niniejszej pracy cefalosporyn przedstawiono w tabeli L.

PiSmiennictwo z zakresu metod oznaczania antybiotykéw z grupy cefalosporyn
dotyczy metod spektrofotometrycznych, elektrochemicznych oraz chromatograficz-
nych [4, 5, 6, 7, 8, 9]. Z danych literaturowych wynika, ze w toksykologii klinicznej
oraz w terapii, gdzie monitorowany jest poziom leku w surowicy, najczesciej stoso-
wang metodag analityczna jest wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC z de-
tekcja UV [4, 5, 6, 7]. Zastosowanie chromatografii cieczowej do oznaczania cefalo-
sporyn w materiale biologicznym innym niz surowica lub mocz jest jednak ograniczo-
ne ze wzgledu na koniecznoéé przeprowadzenia ucigzliwych proceséw izolacji leku
z materiatu biologicznego.

7Z uwagi na pojawiajace sie przypadki, gdy konieczne jest oznaczanie antybioty-
kow z grupy cefalosporyn w materiale sekcyjnym, podjeto prébe przedstawienia re-
zultatow identyfikacji tych lekéw przy zastosowaniu technik analitycznych stosowa-
nych rutynowo w praktyce Zaktadu Medycyny Sadowej AM w Bydgoszczy. W anali-
zie chemiczno-toksykologicznej dla potrzeb medyczno-sadowych powszechnie stoso-
wana metodg badan skryningowych jest chromatografia cienkowarstwowa. W lite-
raturze nie ma danych na temat oznaczania cefalosporyn w materiale biologicznym
metoda TLC, dlatego tez stwierdzono, iz celowym byloby okreslenie przydatnoéci tej
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metody dla identyfikacji antybiotykéw z grupy cefalosporyn w materiale sekcyjnym,
zwlaszcza gdy dysponuje sie mata iloScig badanego materialu lub gdy zawarto$é leku
w prébie badanej jest na niskim poziomie. Badania przeprowadzono w dwoch kierun-
kach:

1. ustalenie warunkéw izolacji badanych lekéw z materiatu biologicznego;

2. ustalenie warunkéw identyfikacji metoda chromatografii cienkowarstwowe;j

(dobd6r uktadu rozwijajacego i odczynnika wywolujacego) wybranych lekéw
z grupy cefalosporyn.

Analize iloéciowa wyizolowanych z materiatu biologicznego antybiotykéw prze-
prowadzono metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

Schemat postepowania analitycznego zastosowany w niniejszej pracy sprawdzo-
no praktycznie, oznaczajac poziom Cefuroksymu (Zinacef) w materiale biologicznym
pobranym ze zwlok dziewieciomiesiecznego dziecka, ktére chorowato na zapalenie
oskrzeli, bylo leczone tym lekiem, a zachodzito podejrzenie przedawkowania leku.

MATERIALY I METODY

Izolacje i1 identyfikacje wybranych antybiotykéw z grupy cefalosporyn: Cefazoli-
na (Kefzol) — cefalosporyna I generacji; Cefamandol (Mandol) i Cefuroksym (Zinacef)
— cefalosporyna II generacji; Ceftazydym (Fortum) — cefalosporyna III generacji
przeprowadzono ze wzorcowych roztworéw wodnych oraz z probek moczu i wycinkow
narzadéw wewnetrznych (watroby), do ktérych dodano poszczegdlne cefalosporyny
w stezeniach 40 pg/ml. Do prébek dodawano rowniez standard wewnetrzny — Cefa-
klor w stezeniu 60 ug/ml. Tak przygotowane proby w ilosci 4 ml (4 g homogenatu)
poddawano ekstrakcji przy pH = 7,4, stosujac rozpuszczalniki najczesciej uzywane
do izolacji ksenobiotykow z materiatu biologicznego (eter, chloroform, acetonitryl,
mieszanina dichlorometan : izopropanol 15:85). Zageszczone ekstrakty badano me-
todg chromatografii cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym GF,;,. Jako fazy ru-
chome stosowano dwa uktady rozwijajace: metanol : amoniak (100:1,5) — uklad roz-
wijajacy najczesciej stosowany w badaniach skryningowych — oraz uklad etanol :
woda (7:3) —jeden z wielu uktadow stosowanych w celu identyfikacji antybiotykéw.

Dla ujawnienia stref poszukiwanych lekéw ptytki obserwowano w $wietle ultra-
fioletowym. Do wywotania chromatograméw zastosowano: nadmanganian potasu,
dwufenylokarbazon z chlorkiem rteci oraz ninhydryne. Identyfikacje badanych
zwiazkéw oparto na poréwnaniu wartoéci wspdlezynnikéw R, ze wspdlczynnikami R,
lekéw wzorcowych chromatografowanych rownolegle.

Oznaczenia stezen badanych lekéw (w wodnych roztworach wzorcowych, préb-
kach moczu 1 wycinkach watroby), po ekstrakeji opisanej powyzej, przeprowadzono
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Badania wykonano na
aparacie firmy Pharmacia LKB z detektorem spektrofotometrycznym. Warunki
analizy antybiotykow z grupy cefalosporyn oparto na danych przedstawionych w pu-
blikacji technicznej firmy Supelco [10]. Do badan uzyto kolumne Supelcosil
LC-18 DB, stosujac faze ruchoma: 0,5% kwas octowy w roztworze acetonitryl : woda
(15:85), przeptyw 2 ml/min oraz detekcje UV przy A = 254 nm. Préby wprowadzano na
kolumne z wykorzystaniem 200 pl petli nastrzykowe;.
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W przypadku analizy materiatu biologicznego pobranego w czasie sekcji zwlok
dziecka, ktore bylo leczone lekiem Cefuroksym, do ekstrakeji uzyto acetonitryl. Ana-
lize jako$ciowa analizowanych prébek przeprowadzono metoda chromatografii cien-
kowarstwowej w warunkach opisanych powyzej. Stezenie leku w prébach biologicz-
nych oznaczono metoda HPLC (warunki jak wyzej). Standard wewnetrzny (Cefa-
klor) byt dodawany do préb przed nastrzykiem na kolumne chromatograficzna.

WYNIKI

Oznaczenie stezenia lekéw z grupy cefalosporyn wyekstrahowanych z roztworéw
wodnych, prébek krwi, moczu 1 wycink6w watroby, przeprowadzono metoda wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej. Przyktadowy chromatogram analizy préby krwi
zawierajacej mieszanine tych lekéw przedstawiono na rycinie 2.

Uzyskane wyniki wydajnoéci izolacji badanych antybiotykéw zamieszczono w ta-
beli IT. W celu izolacji Cefamandolu z roztworéw wodnych i materiatu biologicznego
spoérdd zastosowanych rozpuszczalnikéw najlepsza okazala sie mieszanina dichlo-
rometan : izopropanol (15:85). W przypadku pozostatych lekow najwyzsza wydajno§é
ekstrakeji uzyskano przy zastosowaniu acetonitrylu (powyzej 85,8%).

Wyniki identyfikacji analizowanych lek6w metodg chromatografii cienkowar-
stwowe]j przedstawiono w tabeli III. Zastosowano dwa uklady rozwijajace: metanol :
amoniak (100:1,5) i etanol : H,O (70:30), a dla ujawnienia na chromatogramach stref
badanych zwiazkéw ptytki chromatograficzne ogladano w §wietle UV o dlugosci fali
A =254 nm oraz wywolywano trzema odczynnikami wybarwiajacymi (dwufenylokar-
bazonem z chlorkiem rteci, ninhydryna, nadmanganianem potasu). Limity detekcji
dla analizowanych cefalosporyn w warunkach w chromatografii cienkowarstwowe;j
przedstawiono w tabeli IV. Badania wykazaly, ze 100 ng w przypadku Cefazoliny
1 Ceftazydymu, a 300 ng w przypadku Cefamandolu i Cefuroksymu, jest mozliwe do
wykrycia metoda chromatografii cienkowarstwowej z detekcja w §wietle UV o dlugoéci
fali A = 254 nm.

W tabeli V przedstawiono wyniki analizy Cefuroksymu w materiale biologicznym
pobranym ze zwlok dziewieciomiesiecznego dziecka, ktore chorowalo na zapalenie
oskrzeli 1 byto leczone tym lekiem. Analize iloSciowa przeprowadzono metoda wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowe;j.

OMOWIENIE WYNIKOW

Jak wspomniano powyzej, w niniejszej pracy badania chemiczno-toksykologiczne
przeprowadzono w dwdéch kierunkach. Po pierwsze, ustalono warunki ekstrakeji ba-
danych lekéw z materiatu biologicznego 1 obliczono wydajno$é ekstrakeji cefalospo-
ryn z uzyciem rozpuszczalnikéw, ktére w tym celu sa najczeSciej stosowane w prak-
tyce toksykologiczne;j: eter, chloroform, acetonitryl, mieszanina dichlorometan : izo-
propanol (15:85). W przypadku leku Cefamandol (Mandol) najlepsze rezultaty otrzy-
mano podczas ekstrakeji mieszanina rozpuszczalnikéw dichlorometan : izopropanol
(wydajnoé¢ ekstrakceji wynosita: 88,3% dla wycinkéw watroby, 93,6% dla krwi, 96,8%
dla moczu, 98,6% dla roztworu wodnego). W przypadku pozostatych lekéw: Ceftazy-
dym (Fortum), Cefuroksym (Zinacef), Cefazolina (Kefzol) najbardziej efektywnym
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rozpuszczalnikiem w procesie ekstrakeji okazatl sie acetonitryl. Wydajno§é ekstrak-
cjileku Ceftazydym przy zastosowaniu tego rozpuszczalnika wynosita: 88,9% dla wy-
cinkéw watroby, 90,7% dla krwi, 93,9% dla moczu, 98,6% dla roztworu wodnego; wy-
dajnos$¢ ekstrakeji leku Cefazolina: 90,4% dla wycinkow watroby, 94,4% dla krwi,
96,6% dla moczu, 99,1% dla roztworu wodnego; natomiast w przypadku leku Cefu-
roksym wydajnos¢ ekstrakeji wynosita: 85,8% dla wycinkéow watroby, 89,9% dla
krwi, 90,7% dla moczu, 95,5% dla roztworu wodnego. Wydajno$é ekstrakeji bada-
nych lekéw z materialu biologicznego w przypadku zastosowania eteru wahala sie
w granicach 5,8-22,7%, natomiast w przypadku uzycia chloroformu 26,4-49,5%.

Drugi kierunek analizy wiazat sie z wyborem ukltadéw rozwijajacych i odczynni-
kow, ktore pozwolityby na identyfikacje analizowanych lekéw. Jak wynika z danych
zawartych w tabeli III, uktadem rozwijajacym, ktéry umozliwit dostateczny rozdziat
analizowanych zwigzk6éw, okazat sie uktad metanol : amoniak (100:1,5). Zastosowa-
ne odczynniki wywotujace (dwufenylokarbazon z chlorkiem rteci, ninhydryna, nad-
manganian potasu) reagowaly z obecnymi na chromatogramie cefalosporynami ze
zréznicowana czuto$cia. Otrzymano jednak wyrazne barwne plamy, ktére po poréw-
naniu z plamami uzyskanymi dla wzorcow pozwolily na jednoznaczna identyfikacje
badanych zwiazkéw. Przy zastosowaniu dwufenylokarbazonu z chlorkiem rteci oraz
ninhydryny reakcje barwne otrzymano tylko dla Ceftazydymu, natomiast Cefazoli-
na, Cefamandol i Cefuroksym daly reakcje barwna tylko z KMnO,.

W celu okreslenia stezenia wyizolowanych z materiatu biologicznego antybioty-
kow z grupy cefalosporyn zastosowano wysokosprawna chromatografie cieczowa
z detektorem UV — metode analityczna powszechnie stosowang do analizy tej grupy
lekéw. Z danych literaturowych wynika, ze w celu analizy cefalosporyn stosowano
najczesciej kolumne chromatograficzna Cv-18 [4, 5, 6, 7], detekcje przy réznych
dtugosciach fali (265 nm, 254 nm, 235 nm) oraz rézne fazy ruchome:

— acetonitryl : bufor (15 mM kwas heptanosulfonowy) o pH = 3,3 (4,5:95,5);

— 0,3% trietyloamina w H20 o pH = 5,1;

— metanol : 0,01 M KH2PO4 0 pH = 3,3 (20:80);

— acetonitryl : 0,1% roztwér wodny bromianu tetrabutyloaminy (45:55).

W niniejszej pracy analize ilo$ciowg antybiotykow z grupy cefalosporyn przepro-
wadzono metoda HPLC z detektorem UV w oparciu o dane opublikowane przez firme
Supelco [10]: (kolumna Supelcosil LC-18 DB, detekcja przy diugosci fali A = 254 nm,
faza ruchoma: 0,5% kwas octowy w roztworze acetonitryl : woda (15:85). Analiza
w powyzszych warunkach pozwolila osiagnaé zadowalajacy rozdzial mieszaniny
wszystkich objetych badaniami lekéw. Czasy retencji dla poszczegélnych lekéw byty
nastepujace: Cefaklor — 0,36 min, Cefazolina — 0,95 min, Cefamandol — 1,20 min, Ce-
furoksym 1,9 min, Ceftazydym — 4,0 min.

W wyniku analizy toksykologicznej, we krwi oraz w wycinkach narzadéw wew-
netrznych pobranych ze zwlok dziecka stwierdzono obecnosé leku Cefuroksym. Jak
wynika z danych przedstawionych w tabeli V, wykazane stezenie Cefuroksymu we
krwi mieéci sie w zakresie stezen terapeutycznych.
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WNIOSKI

1. Z praktyki toksykologicznej wynika, ze w celu izolacji lekéw z materiatu biolo-
gicznego najczescie] stosowanymi rozpuszcezalnikami sa eter i chloroform. Na
podstawie wynikéw badan uzyskanych przez autoréw niniejszej publikacji,
wydajno§é ekstrakeji lekow z grupy cefalosporyn za pomoca powyzszych roz-
puszczalnikéw jest stosunkowo niska (ponizej 50%) 1 dlatego tez w przypad-
kach analizy cefalosporyn w materiale biologicznym wskazanym bytoby prze-
prowadzanie ekstrakcji tych lekéw przy zastosowaniu acetonitrylu.

2. Na podstawie uzyskanych wynik6w mozna stwierdzié, iz chromatografia cien-
kowarstwowa (TLC) daje sie zastosowac jako prosta i tania metoda skryningo-
wa identyfikacji antybiotykéw z grupy cefalosporyn (Cefazoliny, Cefaman-
dolu, Cefuroksymu, Ceftazydymu) w materiale biologicznym, nawet w zakre-
sie stezen na poziomie terapeutycznym.

3. Schemat postepowania analitycznego zastosowany w niniejszej pracy spraw-
dzony na konkretnym przypadku zgonu dziecka leczonego lekiem Cefuroksym
(Zinacef) okazatl sie w pelni przydatny do oznaczania tego leku w materiale
sekeyjnym. Stwierdzony we krwi poziom Cefuroksymu mieécil sie w zakresie
stezen terapeutycznych.



