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GIRIS
Sefalosporinler ilk kez  Cephalosporium turi  mantar
kulttirlerinden elde edilmis p laktam grubu antibiyotiklerdir. Kimyasal
yapilari, etki mekanizmalari ve antibakteriyel spektrumlari bakimindan

penisilinlere benzerler ve bakteri hiicre duvarinin sentezini bozarak
bakterisid etki yaparlar.

Sefalosporinler, antimikrobiyal etki spektrumlarina gore dort
ana grupta veya kusakta smiflandinlabilir (Sekil 1). Genel bir kural
olarak, birinci kusak bilesikler Gram (+) organizmalara kars: daha iyi
aktiviteye sahipken, diger bilesikler Gram (-) aerobik organizmalara
kars: daha iyilestirilmis aktiviteye sahiptir!-4.
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Sefalosporinler
|
v v v v
Birinci kusak fkinci kusak Uclincii kusak Dérdiincii kusak
v v v v
Sefalotin Sefprozil Sefiksim Sefepim
Sefapirin Sefamandol Sefoperazon Sefpirom
Sefazolin Sefoksitin Sefotaksim
Sefradin Sefaklor Seftizoksim
Sefadroksil Sefonisid Seftriakson
Sefuroksim Moksalaktam
Sefotetan Seftazidim
Sefmetazol Sefpodoksim
Seforanid Sefditoren
Seftibiiten

Sekil 1 : Sefalosporinlerin siniflandirilmasi

Derlemede Turkiye piyasasinda kullanilan tictinct ve dérdtinci
kusaktan yedi sefalosporin [Sefepim (CEP), Seftazidim (CTA),
Seftizoksim (CTI), Seftriakson (CTR), Sefotaksim (COT), Sefiksim (CIX)
ve Sefoperazon (COP)] icin insan kaynakli biyolojik materyallerden son
on yilda HPLC cihaz ile yapilan analizler incelenmistir.

Kimyasal Yap1

Sefalosporin grubu molekuller, ana cekirdegini sefem ttirevi 7-
amino-sefalosporanik asidin olusturdugu f-laktam antibiyotikleridir
(Sekil 2). Bu asit cekirdegine cesitli R; ve Ry gruplarinin eklenmesi ile
dogal sefalosporinlere gore daha yuksek etkinlik ve distk toksisiteye

sahip Urtnlerin olusmasi saglanmistir!:5. Derlemede yer alan
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sefalosporinlerin kimyasal yapilarnt Sekil 3’de, fiziksel ve kimyasal
ozellikleri Tablo I’de verilmistir.
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Sekil 2 : Sefalosporin grubu antibiyotiklerin temel yap: ¢cekirdegi
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Sekil 3 : Derlemede yer alan ticiincu ve dérdiinct kusak
sefolasporinlerin kimyasal yapilari

TABLO I : Derlemede yer alan tictincu ve dérdtiincti kusak
sefolasporinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.!

Coziniirluk MA
Sefaloporin  Molekiiler formiil LogD LogP pKai pKaz
(gl) (g/mol)

CEP? C19H24N605S2 -6.44 1.12 - 480.56 3.16 10.61

CIX C16H15Ns07S2 -3.76  1.00+0.89 957.00 453.45 2.80+0.10 2.39+0.50
cop CasH27N90sS2 -2.23  1.43+0.47 7.10 645.67 2.62+0.50 1.66+0.20
coT C16H16NsNa07S2 247  1.20+0.89 46.00 455.47  2.66+0.50 2.90+0.50
CTA? Ca2H22N607S2 -6.02 2.03 - 646.57 3.08 10.09

CTR C18H18Ns07Ss -4.00 -0.25#1.12 33.00 554.58 2.57+0.50 2.90+0.50
CTI C13H13N505S2 -2.98  0.59+0.88 110.00 383.40 3.07+0.50 2.90+0.50

1 Veriler Scifinder yaziimindan Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) yazilimi
(V8.14, 19942008 ACD/Labs) kullanarak hesaplanmistir (6) .

2Sparc on-line calculator yazillmina gore hesaplanmistir (7). D: pH 7’deki dagilma
katsayisi, P: notral haldeki dagilma katsayisi ve MA: molekuler agirlik.

Farmakokinetik, Etki Mekanizmasi ve Klinik Kullanimlari

Sefalosporinler diistik emilimlerinden dolay: kas ici veya damar
ici yolla kullanilirlarken digerlerine goére yliksek emilimi olan sefiksim
oral yolla kullanilir. Yarilanma omurleri seftriaksonun 6-9 saatken
diger sefalosporinlerin 2 saat civarindadir. Sefalosporinlerin birincil
eliminasyon yolu bobreklerdir ve proteinlere baglanma oranlarinda
farklilik gosterirler (Tablo II).

Birinci kusak sefalosporinler pnémokoklar, streptokoklar ve
stafilokoklar1 da iceren Gram (+) koklara karsi oldukca etkilidir. Ikinci
kusak sefalosporinler ise genel olarak, Gram (-) bakterilere kars1 etkili
oldugu gibi birinci kusak sefalosporinlerin etkiledigi organizmalara
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kars1 da etkilidirler. Ancak Gram (+) bakterilere karsi etkileri birinci
kusak ilaclara gére daha dustkttir23.:8 .

Uctincii kusak sefalosporinler (Sefoperazon hari¢c) en énemli
Ozelligi Gram (-)’lere etkinliginin artmis olmasi ve bazilarinin kan beyin
engelini asmasidir. Diger sefalosporinlerin inhibe ettigi Gram (-)
bakterilere ek olarak uclinct kusak ilaclar sitrobakter, Serratia
marcescens ve providensiya karsi da etkilidirler2.8 .

Doérdiincti kusak sefalosporinler, kromozomal  laktamazlara
(6rnegin, enterobakterlerin Uirettigi) ve cogu tictincti kusak sefalosporini
inaktive eden genislemis spektrumlu B laktamazlarin hidrolizine daha
direnclidir. Bu kusaktan Sefepim penisiline direncli streptokoklarin
coguna karsi iyi aktivite gosterir ve enterobakter enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanmilabilir. Diger yandan klinik rolti Utg¢tinct kusak
sefalosporinler gibidir2:3 .

TABLO II : Derlemede yer alan ticiincti ve ddérdiincti kusak
sefolasporinlerin farmakokinetik 6zellikleri.

llag Biyoyarar- tir tmal Cmak h:;‘IJ:lEa Dagilma hacmi e"::l:::m
lamm (%) (saat) (saat) pg/mL (L/kg)
orani yolu
CEP 80 (i.m.) 2 1-1.5 60 18 17 Bobrek
CIX 45 (Oral) 3-4 2-6 4 55 0.85 Bobrek
CcopP - 2 1-2 81 85 0.14-0.2 Bobrek
coT - 1 0.5 15 40 0.22 Bobrek
CTA 90 (i.m.) 2 1 22 10 0.28-0.4 Bobrek
CTR 100 (i.m.) 6-9 2 60 90 0.15 Bobrek
CTl - 1.7 1 84 30 0.26-0.5 Bobrek

ti/2: yarilanma Omrul, tmax: maksimum ila¢ derisimine ulasmak icin gerekli stire, Cmak:

maksimum plazma derisimi ve i.m.: kas ici enjeksiyon.
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Analiz Yontemleri

Antibiyotiklerle yapilan tedavilerin etkinligi, antibiyotiklerin
organizmalar tarafindan algilanmasina, doku ve organdaki derigsimine
ve organizmalardaki bozulma zamanina baglidir2. Biyolojik sivilardan ve
dokulardan, sefalosporinlerin hizli ve kesin miktar analizleri, tedavi
programinin optimizasyonu ve zaman olarak duzeltilebilmesi icin
gereklidir®.10 .

19907arin ortalarina kadar biyolojik sivilardaki ve dokulardaki
antibiyotiklerin icerigi siklikla mikrobiyolojik yontemlerle tayin edilirdi.
Bu yo6ntemin en bliyik dezavantaji numune iceriginin bilinmemesiydi.
Bu durum ayni anda birden fazla antibiyotigin kullanilmasi1 ve
organizma icinde antibiyotigin c¢ok fazla sayida metabolitinin
olusmasiyla iliskilidir. Diger zorluklar1 ise analizlerin uzun zamanda
gerceklesmesidirll-14. 1970-1980lerden sonra kromatografiye dogru
kayis olmustur. Kromatografik yontemler ytiiksek hassasiyet, kesinlik ve
secicilikten dolay1 birgok ilacin farmakokinetik calismalarinda tercih
edilmistir!s.16,

Sefalosporin grubu antibiyotiklerin insans17-21 ve hayvan
kaynakli21.22  biyolojik materyallerden, yiyeceklerden2!.23 ve sulardan
analizleri2+.25, S1v1 kromatografisil?, kapiller elektroforez21.26,
spektroskopik?7.28 ve elektrokimyasal yontemler929 ile
gerceklestirilmistir. Derlemede, secilen sefalosporinlerin plazmadan,
idrardan, dokudan ve diger insan kaynakli biyolojik materyallerden
ayirimini, tanimlamasini ve miktar tayinini iceren HPLC analiz
yontemlerinin ayrintili degerlendirilmesi sunulmustur (Tablo III).



TABLO III
Sefalosporin grubu antibiyotiklerin insan biyolojik materyallerinden sivi kromatografisi il

llag Matriks Kolon Hareketli Faz Dedektor Dogrusallik LOD/LOQ .
(pg/ml) (pg/ml) Hazirlama
CEP 'Plazma Shandon Hypersil BDS C18 25 mM KH2P04 (pH 3) :MeOH (87:13, uv 1-50 '0.83/2.52 % 70’lik HCIO4
*Goz igi sivis! (250x4.6 mm, 5 um) h/h) 270 nm 1-15 20.68/2.52 +
1 mL/dak MeCN
CEP Plazma Hypersil BDS Cis MeCN: Asetat tamponu (2.8:97.2, h/h) uv 0.5-500 -/0.5 %10 TCA
CTA® (150x4.6 mm, 5 um) 1 mL/dak 254 nm CHCls
40°C
CEP Serum Supelcosil ABZ+ C1s MeCN:20 mM KH=P0O4 pH 2 (6:94, h/h) uv 0.50-200 CEP Ultrafiltrasyon
(150x4.6 mm, 5 um) 1 mL/dak 263 nm 0.1/0.5
CEP "Plazma Nucleosil Cis MeCN:Amonyum asetat uv 0.5-100 -/0.5 "TCA-
?|drar (100x4.6 mm, 5 um) (pH 4) '(10:90, h/h) 23(12:88, h/h) 1 280 nm MeCN-
*Diyaliz mL/dak CH.Cl
23Dogrudan
CEP 'Serum Supelcosil ABZ+ Gis - uv '0.50-200 - Filtrasyon
?Karaciger (150x4.6 mm, 5 um) 263 nm %0.50-200
Ha/g
CEP Idrar LiChrospher 100 MeCN:100 mM HsPO4 (pH 3):10 mM n- uv 10-200 1.0/8.0 Mikrofiltre
RP-18 oktilamin (8:46:46, h/h/h) 259 nm
(250x4.6 mm, 5 um) 1.3 mL/dak
Gradient eliisyon
CEP Idrar LiChrospher 100 MeCN:150 mM HsPO4 (pH 3):15 mM n- uv 10-200 1.9/6.3 Mikrofiltre
RP-18 oktilamin (8:46:46, h/h/h) 256 nm
(250x4.6 mm, 5 um) 1 mL/dak
Gradient eliisyon
CEP Plazma u Bondasphere Cis (150x3.9 MeCN:Amonyum asetat uv 0.5-150 -/0.5 TCA-
Peritonel sivi mm, 5 um) (pH 4) (7:93, h/h) 1 mL/dak 270 nm MeCN-
40°C CH:Cl2
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CEP

CEP

CEP
CTA

CEP

CEP®

CIX

CIX

cop

cTl
CTR

cop

'Serum
?|drar
*B0S

Plazma

Plazma

Plazma
Diyaliz

Serum
Idrar

'Plazma
2BAL

Plazma

Serum

Kan

LiChrospher 100
RP-18
(250x4.6 mm, 5 um)

Supelcosil LC-18
(250x4.6 mm, 5 um)

Symmetry Cs
(250x4.6 mm, 5 um)
25°C

Onyx monolithic Cis
(200x4.6 mm)

LC 18
(150x4.6 mm, 5 um)

u-Bondapak Cis

Zorbax Cs
(150x4.6 mm, 5 um)

Supelcosil LC-18
(150x4.6 mm, 3 um)

Mightysil RP-18
(150x2 mm, 5 um)
40°C

10 mM fosfat tamponu (pH 7):MeOH

(75:25, h/h)
21 mL/dak
0.5 mlL/dak

75 mM asetat tamponu:MeCN (92:8,

h/h), pH 5 0.8 mL/dak

Fosfat tamponu (pH 7.4):MeCN (95:5,

h/h)
1 mL/dak
Gradient eliisyon

10 mM KzHPO: (pH 7) :MeOH
(80:20, hrh)
1 mL/dak
Gradient eliisyon

15 mM KH=P0Os:MeCN:MeOH
(pH 2.8) (84:12:4, h/h)
1 mL/dak

MeOH-Su:fosfat tamponu
(22:28:50, h/h/h)
1.1 mL/dak

MeCN:su:formik asit
(40:60:0.5, h/h/h)

MeOH:MeCN:10 mM fosfat tamponu

(pHT7)
(20:15:65, h/h/h)
1 mL/dak

MeOH:%0.1 formik asit
(10:90, h/h)
0.2 mL/dak
Gradient eliisyon
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uv
256 nm

uv
230 nm

uv
200-400
nm

uv
254 nm

uv
307 nm

uv
286 nm

MS/MS
(SIM)

uv
267 nm

MS/MS
(SIM)

1-100

0.8-200

2.5-60

2-100

0.1-4.0
0.05-1.6

0.05-8.0

5-100

0.097-1.93

20.1/0.3
%0.08/0.24

0.4/0.8

-1
/0.5

172

-/0.05

LOD
0.5-2

0.048/0.097

'MeCN-CH:Cl.
**mikrofiltre

MeCN

SPE
(M&N C1s)

MeCN

SPE
(Sep-Pak Cis)

MeCN

On-line

MeCN
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coT 'Plasma 0DS-Hypersil 10 m M NaH2P0+:MeCN:dimetilfor- uv 0.08-20 1-/0.31 SPE
*Goz igi sivis! (300x4.6 mm, 5 um) mamit (79:15, h/h) pH 3 285 nm 2-/0.08 (Varian Cig)
coT Idrar LiChrospher 100 PR 18 (125x4 MeCN: 50 mM NaH2PQ4 uv 1.25-500 0.25/- SPE
mm) (pH 3) (10:90 h/h) 254 nm (Empore)
0.75 mL/dak
Gradient eliisyon
coT "Plazma Spherisorb 0DS2 7 mM HsPO+:MeCN uv '0.58-940 '-/0.58 Sodyum
B0S (150x4.6 mm, 5 um) (85:15, h/h) 262 nm %0.54-148 2-/0.80 asetat-MeOH
1.3 mL/dak Su
coT BOS LiChrolut RP-18 10 mM asetat tamponu pH 4.8:MeOH uv 1.56-100 -/0.39 SPE
(250x4 mm, 5 pum) (85:15, h/h) 254 nm (Bakerbond
Cis)
coT Plazma C18 Aqua 50 mM NH4H2P0s (pH 3):MeCN:TEA uv 1-50 -1 MeCN
(150x4.6 mm, 5 um) (87.8:12.0:0.2, h/h/h) 285nm
1 mL/dak
CcoT 'Serum Chromolith® SpeedRODRP-18e  Asetat tamponu (pH 4):MeQOH (90:10, uv 0.001-5 0.025/0.075 'SPE
%|drar h/h) 265 nm ng/uL ng/uL (Oasis HLB)
1.8 mL/dak %Filtrasyon
coT 'Serum Spherisorb ODS (250x4.6 mm,  Asetat tamponu (pH 4):MeQH (78:22, uv 0.01-5 5-15 'SPE
%|drar 5um) h/h) 1.2 mL/dak 265 nm ng/uL pg/uL (Bondelut)
%Filtrasyon
coT® Plazma ZorbaxSB-CN MeCN:5 mM formik asit MS/MS - - MeCN
(150x4.6 mm, 5 um) (24:76, h/h)
1 mL/dak
CTA Plazma Spherisorb ODS C1s MeCN:50 mM fosfat tamponu (pH 3.8) uv 5-200 0.1/4 % 20 TCA
(120x4 mm, 5 um) (94.5:5.5, h/h) 254 nm
40°C 1 mL/dak
CTA Plazma Kromasil 100 Cis MeCN:25 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ECD 5-200 0.75/3 % 30 TCA
(250x4.6 mm, 5 um) (10:90, h/h) +1V

0.9 mL/dak



194

CTA

CTA

CTA'
CEP?

CTA®

CTI

CTR

CTR

CTR

CTR

'Plazma
2Kemik

'Serum

“Balgam

*Plazma
“Diyaliz

Plazma

Serum

Plazma

BOS

BOS

Plazma
Amniyotik
SIvI

Nova-Pack Cis
(150x3.9 mm, 4 um)

Nucleosil 100-5 C1s
(250x4.6 mm, 5 um)
35°C

Bondapak Cis
(300x43.9 mm, 10 um)
0Oda sicakliginda

Phenomenex Synergi Polar-RP
(10x2 mm, 4 um)

Kromasil 100 Cis
(250x4.6 mm, 5 um)

Nova-Pak C1s
(100x8 mm, 4 um)

Merck Cis
(125x4 mm, 5 um)

Merck Cis
(125x4 mm, 5 um)

Nova-Pak C18
(100x8 mm, 4 um)

50 mM (NHs)HzPOs (pH 2.5):THF
(494:6, h/h)
2 mlL/dak

50 mM NaHzPOs (pH 5):MeCN (95:5,
h/h)
1 mL/dak
Gradient eliisyon

Asetat:MeCN

'(95:5, h/h)

2(90:10, h/h)
2 mL/dak

Su- amonyum asetat-%0.1 asetik asit
(pH 3,8):MeQH
(100:0, h/h) 0.5 mL/dak
Gradient eliisyon

MeCN:Su (60:40, h/h)
0.75 mL/dak

10 mM K2HPQ4+ 10 mM CTMAB (pH
6.5):MeCN
(73:27, h/h)
1.5 mL/dak
Gradient eliisyon

MeCN:100 mM fosfat tamponu (pH
7.4)-3.2 g TBAB (30:70, h/h)
1 mL/dak

MeCN:100 mM fosfat tamponu (pH
7.4)-3.2 g TBAB (30:70, h/h)
1 mL/dak

10 mM K2HPO4 + 10 mM CTMAB (pH
6.5):MeCN
(73:27, hh)
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uv
258 nm

uv
258 nm

uv
257 nm
2280 nm

MS
(SIM)

uv
265-270
nm

uv
274 nm

uv
270 nm

uv
270 nm

uv
274 nm

0.5-40

3-200
1-200

0.05-100

0.005-120

0.5-50

0.5-50

0.005-120

0.1/
20.1/- pg/g

0.5/-

/3

-1

0.1/0.3

0.005/0.015

0.02/0.07

0.019/0.065

% 4 Perklorik
asit

On-line

*MeCN-CHzCl>
“Dogrudan

MeQH

SPE
(Sep-Pak Cis)

Santrifij

Santrifij

SPE
(Sep-Pak Cis)

aCalismada i¢ standart olarak kullanimistir. 1.2.3ve4 ayni satirdaki sefalosporinler i¢in agiklamadir.
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Kromatografik kosullar/sartlar
Sabit Faz

Sabit faz seciminde analizi gerceklestirilecek maddelerin
fizikokimyasal &zellikleri en énemli parametredir. Uctincti ve dérdiinct
kusak sefalosporinler oldukca polar bilesikler olmalarindan dolay:
normal faz sivi kromatografisi ile ayrilabilirler®4. Fakat son on yildaki
yaymnlanmis calismalar incelendiginde analizlerin %95’ (2/35=0.05) ters
faz siwvi kromatografisi ile gerceklestirilmis oldugu goértilmektedir. Bu
durum oldukca kararli apolar sabit fazlarin kullanilmas1 ile
aciklanabilir. Calismalarda genellikle Cis sabit faz tercih edilirken iki
calismada Cg sabit faz olarak kullanilmistir (Tablo III).

Samanidou ve arkadaslari, sefalosporinlerin ayirimini monolitik
kolon kullanarak gerceklestirmis ve calisma sonunda monolitik kolonla
yapilan analizin silika temelli kolonlara gére daha hizli, kesin,
tekrarlanabilir ve hassas oldugunu belirtmistir52 .

Polar sabit fazin kullanildig: iki calismada sefalosporinler (CTA®°
ve COT5Y) i¢ standart olarak kullanilmistir.

Hareketli faz

Sefalosporinler sefem halkasinda Uctincti pozisyonda karboksil
grubu icerirler. Bu ylzden sefalosporinler pH 8 civarinda iyonize formda
bulunurken pH 3 civarinda karboksil grubunun iyonizasyonu
baskilanir. Bu yltzden pH 3-8 araliginda sefalosporinlerin alikonmalar:
onemli 6lctide Uclincl ve yedinci konumdaki substitiientlerin yapisina
baglidir+s.65,

Kromatografik kosullarin belirlenmesinde diger bir 6nemli
parametre ise hareketli fazin iyonik siddetidir. Van de Venne®® ve
Bompadre*s ve arkadaslarina goére iyonize olmus asitlerin pH 8
civarinda silika jel tizerinde tutunmalar1 tampondaki katyon derigimi ile
dogru orantilidir. Bu durum tim sefalosporinler icin gecerlidir. Bu
mekanizma negatif ytkli sefalosporinlerin, pozitif yiklti hareketli faz
katyonlariyla birlesmeleri ile aciklanabilir. pH 3’de ise artan iyonik
siddetle, amino grubu iceren sefalosporinlerin adsorpsiyonu
azalmaktadir4s. Bu mekanizma ise hareketli fazdaki katyonlar ile proton
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almis amino gruplu sefalosporinin sabit fazdaki silanol artiklari ic¢in
aralarindaki yarigla aciklanabilir (ikili-alikonma modeli). Tim
bunlardan dolayi, iyonize sefalosporinlerin tutunmalar:, pH, iyonik
siddet ve maddelerin pKa’sina bagh olan kompleks mekanizmalar ile
aciklanabilir.

Sefalosporinlerin iyon cifti kromatografisi ile de ters faz kolonda
analizleri gerceklestirilebilir®?. Sefaloporinlerin tayinlerinde iyon ¢ifti
ajani olarak sulfat (sodyum hekzan-heptan-, ve oktan-stlfanat) ve
tetraamonyum tuzlan (tetrabutilamonyum hidroksit,
setiltetrametilamonyum bromr, tetrabutilamonyum bromir)
kullanilmigtir62.63.67,

Sefalosporin molekiltindeki strekli pozitif yukli kuaterner amin
varligl (sefepim ve seftazidim) genis bir pH araliginda zwitter iyonun
olusmasina neden olmakta ve UGi¢clincli konumdaki karboksil grubunu
baskilamaktadir. Karsit iyonun  alikonma  tUzerindeki  etkisi
sefalosporinin iyonlagsma derecesine baghdir. Karsit iyon ile zit yukla
moleklltin iyon cifti olusturmasi alikonma zamaninda 6énemli bir artisa
neden olmaktadir. Zwitter iyon olusturulan pH’larda molekuller ici
etkilesim ortadan kalkmakta ve serbest ylikiin azalmasindan dolay:
alikonma zamani azalmaktadir. Iyon cifti olusumu ve zwitter iyon tiirleri
arasindaki yaris, hareketli fazdaki karsit iyon derisimine baghdir ve bu
durum alikonma stiresine yansimaktadiré?.

Hidrofobik karsit anyonlar iyon cifti ajani olarak, diistik pHlarda
kullanildiginda protonlanmis aminotiyozol halkasi iceren sefalosporinler
ile iyon cifti olusturmakta ve alikonma stresini artirmaktadir. Aym
halkanin deprotonize oldugu yliksek pHlarda ise karsit anyonlar
kuaterner aminle etkileserek zwitter iyon yapisini bozarlar ve alikonma
stresini azaltirlar. Katyonik karsit iyon cifti ajanmi kullanildiginda
karboksil grubu ile etkileseceginden zwitter iyon yapinin bozulmasina
ve alikonma slresinin azalmasina neden olur®”.

Literattirdeki ters faz HPLC y6ntemlerinin blytk bir kismi distk
iyonik siddette ve diisik pH’da gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak
genelde fosfat tamponu tercih edilirken organik ¢6zticii olarak MeOH
veya MeCN kullanilmistir (Tablo III).
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Dedektorler

Sefalosporinlerin miktar  tayinlerinde, kromofor  6zellik
gostermelerinden dolay1 genellikle UV dedektér tercih edilmistir.
Calismalar 230-280 nm dalgaboyu araliginda gerceklestirilmistir (Tablo
I11).

Kaynaklarda sefalosporinlerin tayinlerinde amperometrik!®,
elektrokimyasalse ve kiitle dedektorlerinin de##:46,54.60 kullanilmis oldugu
gortlmektedir. Ayrica ikinci kusak sefalosporinlerden sefaklor
turevlendirildikten sonra floresans ve kemiliiminesans o6zelliklerinden
yararlanarak analizleri gerceklestirilmistir®s .

Sefalosporinlerin HPLC ile analizlerinde elde edilen goézlenebilme
ve alt tayin sinirlann genelde ng/mL dtzeyindedir (Tablo III). Bu
hassasiyet sefalosporinlerin farmakokinetik calismalan
gerceklestirebilmek icin yeterli olmaktadir (Tablo II).

Numune Hazirlama

Biyolojik materyaller protein, yag gibi maddeleri iceren karmasik
karisimlardir. Bu maddelerin numunede bulunmasi madenin analizleri
girisim yaparak engelleyecegi gibi, kolon, cihaz baglantilar:1 ve dedektor
lUzerinde tikanmaya da neden olmaktadir. Bu ylizden mimkiin oldukca
basit numune matrikslerinin analitik kolonlara enjekte edilebilmesi i¢in
numunelerin 6n isleme tabi tutulmasi/hazirlanmas: gerekmektedir!6.69.

Sefalosporinlerin biyolojik materyallerden HPLC ile analizlerinde
Uc¢ farklh numune hazirlama teknigi kullanilmistir. Bunlar; i) uygun
cozlict ile seyreltme, ii) protein coktlirme ve iii) kati faz ttiketmedir
(SPE).

i)  Uygun c¢oéztci ile seyreltme: Protein iceriginin az oldugu
idrar, beyin omurilik sivisi (BOS) gibi matriksler icin
kullanilabilir. Bu matriksler su ile veya kararlilik problemi
yaratmayacak wuygun pH’daki bir tampon c¢ozelti ile
seyreltilebilirler. Yapilan calismalarda su en fazla tercih edilen
seyreltme ¢ozeltisi oldugu goértilmuistiirs2-36,38,52,53,59,
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Protein  ¢oktirme: Yuksek oranda  protein iceren
matrikslerden (plazma, serum ve doku gibi) kolon sartlarini
degistirmemek ve seciciligi artirmak igin proteinlerin
uzaklastirilmas: gerekmektedir. Protein ¢oktiirme islemi basit
olmasi ve 6zel aletlere ihtiyac duymamasi bakimindan avantaj
saglamasina ragmen, bir cok ilacin kontrolstiz bir big¢imde
c6kmesine neden olabilmekte ayrica asidik ortamdan dolay:
ilaclarin bozunmasina da yol acabilmektedir. Ayrica bu islem
uygulandiginda c¢ékmenin tamamlanip tamamlanmadiginin
da kontrolti gerekmektedir!?6.

Sefalosporinler icin protein coktiirme islemleri trikloroasetik
asit, perklorik asit, metanol veya asetonitril ile
gerceklestirilmistir (Tablo III). Asit ile yapilan islemler etkin
maddenin inaktivasyonuna, bazik ortamda ise kromatografik
piklerin genislemesine ve bazen de kimyasal yapinin
degismesine neden olabilmektedir. Bu islemin diger bir
dezavantaji ise numunenin seyreltilmesi ile analit derisiminin
tayin sinirinin altina diismesidir. Bu durum ortamdan fazla
¢6zlicintn uzaklastirilmasiyla giderilebilmektedir?!e.

SPE: GuUnumuzde en etkili 6rnek hazirlama yontemlerinden
olan SPE, sahip oldugu avantajlar sayesinde ozellikle cevre,
gida, ila¢g, kozmetik vb. alanlarda kullanilmaktadir.
Sefalosporinlerin SPE ile tayinleri Cis ve polimerik temelli
sorbentler kullanilarak gerceklestirilmistir’. Martinez ve
arkadaslarinin yaptig calismada sorbent olarak Cig, Cs, Co,
sikloheksil, fenil, siyanopropil ve 3M Empore disk kartus
denenmis ve Cs, C,, sikloheksil, fenil, ve siyanopropil
kartuslarla  dustk geri kazanim  elde  edilmistir.
Calismalarinin sonunda disk kartus olan 3M Empore’i ytiksek
geri kazanim ve girisim olmamasindan dolay: énermislerdir*s.

SPE sorbentlerinin sartlandirilmasi ve yikanmasi sirasinda
cozelti olarak sub2 veya fosfat tamponu?® kullanilarak geri
kazanmim artirilmistir. Ayrica tiketme verimi numunenin pH’s1
ayarlanarak ve karsi iyonlar4047  eklenerek artirilmistir.
Eltisyon cozeltisi olarak ise metanol>° veya asetonitril*® iceren
cozeltiler kullanilmistir.
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Ayrica SPE’nin hat Utstl (on-line) analizlerde de kullanildig:
gortlmektedir#s.

Derlemede yer alan sefalsoporinlerin sekiz farkli biyolojik
materyalden analizlerinde kullanilan numune hazirlama teknikleri
Tablo IV’'de 6zetlenmistir.

Tablo IV: Derlemede yer alan sefalosporinlerin insan kaynakl biyolojik
materyallerden numune hazirlama teknikleri

Biyolojik materyal Numune hazirlama teknikleri

Amniyotik sivi SPE (10)

Balgam SPE (43)

BOS Uygun ¢oziict ile seyreltme/Filtreleme (38,49,71)
Protein ¢oktiirme (63)

Diyaliz Uygun goziicu ile seyreltme (33)
Protein goktirme (41)

GOz igi sivisi SPE (47)
Protein ¢okturme (30)

Idrar Protein ¢oktiirme (72,73)
Filtreleme (38)

Kemik Protein ¢oktirme (57)

Plazma Protein goktiirme (37,44,47,74-79)
SPE (10,31,40,62,80,81)

Peritonel sivi Protein ¢oktiirme (37)

Numune hazirlama tekniginin secimi sirasinda matriksten gelen
girisimleri engellemenin yani sira ylUksek geri kazanim elde edilmesi
hedeflenmistir. Yapilan calismalarin geri kazanim degerleri genelde %
90 civarindadir (Tablo IIl). Bazi calismalarda ise dustk geri kazanim
(%60-70 civarinda) degerleri elde edilmesi numune hazirlama tekniginin
optimizasyon calismalarinin yetersizliginden kaynaklandigini
distndirmektedir. En dustk geri kazanim (%50) ise Ehrlich ve
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arkadaslarinin® yaptign calismada CTA’nin balgam numunelerinden
analizidir.

Sefalosporinlerin kararlilbiklar1 pH’yva, sicakliga ve hazirlama
stresine bagldir ve analizler sirasinda kararlilik mutlaka kontrol
edilmesi gereken bir parametredir9.20.21,82,

Ozet

Uciincii ve dordiincii kusaktan secilmis sefalosporinlerin
insan kaynakli biyolojik materyallerden HPLC ile tayinleri

Sefalosporinler  7-amino-sefalosporanik  asit cekirdeginden
tirevlendirilen beta-laktam antibiyotikleridir. Bu asit cekirdegine cesitli
fonksiyonel gruplarinin eklenmesi ile daha yuksek etkinlik ve dusuk
toksisiteye sahip Urlnlerin olusmasi saglanmistir. Sefalosporinler,
antimikrobiyal etki spektrumlarina gére doért kusakta siniflandirilabilir.
Genel olarak, birinci kusaktan dérdtincti kusaga dogru gidildikce Gram
(-) spektrumda artis goruliirken Gram (+) organizmalara kars: aktivitede
bazi azalmalar gortilmektedir. Derlemede Turkiye piyasasinda
kullanilan G¢tnct ve dérdiincti kusaktan yedi sefalosporinin (Sefepim,
Seftazidim, Seftizoksim, Seftriakson, Sefotaksim, Sefiksim ve
Sefoperazon) insan kaynakli biyolojik materyallerden son on yilda HPLC
ile yapilan tayinleri incelenmistir. Incelenen yéntemlerde kullanilan
hareketli faz, sabit faz, dedektdér, numune hazirlama teknigi, geri
kazanim, gozlenebilme ve alt tayin sinirina gére yapilmistir.

Anahtar kelimeler: HPLC, Sefalosporin, biyolojik materyal, insan
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Summary

Determination of the cephalosporins selected from third and
forth generation in biological materials originated from human by
HPLC

Cephalosporins, derived from the 7-aminocephalosporanic acid
nucleus, are - lactam antibiotics. Addition of substituent to this acidic
nucleus provide to create new products having lower toxicity and higher
efficiency. The cephalosporins have been classified into four group
according to their antimicrobial spectrum. In general, progression from
first to fourth generation is associated with a broadening of the Gram (-)
antibacterial spectrum, some reduction in activity against Gram (+)
organisms. In this review, the analysis of the seven cephalosporins,
belong to third and fourth generations (Cefepime, Ceftazidime,
Ceftizoxime, Ceftriaxone, Cefotaxime, Cefixime and Cefoperazon)
currently on the market in Turkey, in biological material originated from
human with HPLC in the last decade have been investigated. The
investigation has been done according to mobile phase, stationary
phase, detector, sample preparation technique, recovery, limit of
detection and limit of quantitation of the methods.

Keywords: HPLC, Cephalosporin, Biological material, Human
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