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GİRİŞ 

Sefalosporinler ilk kez Cephalosporium türü mantar 
kültürlerinden elde edilmiş β laktam grubu antibiyotiklerdir. Kimyasal 
yapıları, etki mekanizmaları ve antibakteriyel spektrumları bakımından 
penisilinlere benzerler ve bakteri hücre duvarının sentezini bozarak 
bakterisid etki yaparlar.  

Sefalosporinler, antimikrobiyal etki spektrumlarına göre dört 
ana grupta veya kuşakta sınıflandırılabilir (Şekil 1). Genel bir kural 
olarak, birinci kuşak bileşikler Gram (+) organizmalara karşı daha iyi 
aktiviteye sahipken, diğer bileşikler Gram (-) aerobik organizmalara 
karşı daha iyileştirilmiş aktiviteye sahiptir1-4. 
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Şekil 1 : Sefalosporinlerin sınıflandırılması 

 

Derlemede Türkiye piyasasında kullanılan üçüncü ve dördüncü 
kuşaktan yedi sefalosporin [Sefepim (CEP), Seftazidim (CTA), 
Seftizoksim (CTI), Seftriakson (CTR), Sefotaksim (COT), Sefiksim (CIX) 
ve Sefoperazon (COP)] için insan kaynaklı biyolojik materyallerden son 
on yılda HPLC cihazı ile yapılan analizler incelenmiştir.    

 

Kimyasal Yapı 

Sefalosporin grubu moleküller, ana çekirdeğini sefem türevi 7-
amino-sefalosporanik asidin oluşturduğu -laktam antibiyotikleridir 
(Şekil 2).  Bu asit çekirdeğine çeşitli R1 ve R2 gruplarının eklenmesi ile 
doğal sefalosporinlere göre daha yüksek etkinlik ve düşük toksisiteye 
sahip ürünlerin oluşması sağlanmıştır1,5. Derlemede yer alan 

Sefalosporinler 

Birinci kuşak  İkinci kuşak  Üçüncü kuşak  Dördüncü kuşak 

Sefalotin 
Sefapirin 
Sefazolin 
Sefradin 

Sefadroksil 

Sefprozil 
Sefamandol 
Sefoksitin 
Sefaklor 
Sefonisid 

Sefuroksim 
Sefotetan 

Sefmetazol 
Seforanid 

Sefiksim 
Sefoperazon 
Sefotaksim 
Seftizoksim 
Seftriakson 

Moksalaktam 
Seftazidim 

Sefpodoksim 
Sefditoren 
Seftibüten 

Sefepim 
Sefpirom 
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R2 

R1

sefalosporinlerin kimyasal yapıları Şekil 3’de, fiziksel ve kimyasal 
özellikleri Tablo I’de verilmiştir. 

 

 

 

 
 
 

 
 

Şekil 2 :  Sefalosporin grubu antibiyotiklerin temel yapı çekirdeği 
 
 

 
 

Sefepim (CEP) 
 

Sefiksim (CIX) 

 
Sefoperazon (COP) 

 
Sefotaksim (COT) 

 
Seftazidim (CTA) 

 
Seftizoksim (CTI) 
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Şekil 3 : Derlemede yer alan üçüncü ve dördüncü kuşak 
sefolasporinlerin kimyasal yapıları 

 

TABLO I : Derlemede yer alan üçüncü ve dördüncü kuşak 
sefolasporinlerin fiziksel ve kimyasal özellikleri.1 

Sefaloporin Moleküler formül LogD LogP 
Çözünürlük 

(g/L) 

MA 

(g/mol) 
pKa1 pKa2 

CEP2 C19H24N6O5S2 -6.44 1.12 - 480.56 3.16 10.61 

CIX C16H15N5O7S2 -3.76 1.00±0.89 957.00 453.45 2.80±0.10 2.39±0.50 

COP C25H27N9O8S2 -2.23 1.43±0.47 7.10 645.67 2.62±0.50 1.66±0.20 

COT C16H16N5NaO7S2 -2.47 1.20±0.89 46.00 455.47 2.66±0.50 2.90±0.50 

CTA2 C22H22N6O7S2 -6.02 2.03 - 646.57 3.08 10.09 

CTR C18H18N8O7S3 -4.00 -0.25±1.12 33.00 554.58 2.57±0.50 2.90±0.50 

CTI C13H13N5O5S2 -2.98 0.59±0.88 110.00 383.40 3.07±0.50 2.90±0.50 

1 Veriler Scifinder yazılımından Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) yazılımı 
(V8.14, 1994–2008 ACD/Labs) kullanarak hesaplanmıştır (6) .  
2Sparc on-line calculator yazılımına göre hesaplanmıştır (7). D: pH 7’deki dağılma 
katsayısı, P: nötral haldeki dağılma katsayısı ve MA: moleküler ağırlık. 

 

Farmakokinetik, Etki Mekanizması ve Klinik Kullanımları 

Sefalosporinler düşük emilimlerinden dolayı kas içi veya damar 
içi yolla kullanılırlarken diğerlerine göre yüksek emilimi olan sefiksim 
oral yolla kullanılır.  Yarılanma ömürleri seftriaksonun 6-9 saatken 
diğer sefalosporinlerin 2 saat civarındadır. Sefalosporinlerin birincil 
eliminasyon yolu böbreklerdir ve proteinlere bağlanma oranlarında 
farklılık gösterirler (Tablo II).  

Birinci kuşak sefalosporinler pnömokoklar, streptokoklar ve 
stafilokokları da içeren Gram (+) koklara karşı oldukça etkilidir. İkinci 
kuşak sefalosporinler ise genel olarak, Gram (-) bakterilere karşı etkili 
olduğu gibi birinci kuşak sefalosporinlerin etkilediği organizmalara 
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karşı da etkilidirler. Ancak Gram (+) bakterilere karşı etkileri birinci 
kuşak ilaçlara göre daha düşüktür2,3,8 .  

Üçüncü kuşak sefalosporinler (Sefoperazon hariç) en önemli 
özelliği Gram (-)’lere etkinliğinin artmış olması ve bazılarının kan beyin 
engelini aşmasıdır. Diğer sefalosporinlerin inhibe ettiği Gram (-) 
bakterilere ek olarak üçüncü kuşak ilaçlar sitrobakter, Serratia 
marcescens ve providensiya karşı da etkilidirler2,8 . 

Dördüncü kuşak sefalosporinler, kromozomal β laktamazlara 
(örneğin, enterobakterlerin ürettiği) ve çoğu üçüncü kuşak sefalosporini 
inaktive eden genişlemiş spektrumlu β laktamazların hidrolizine daha 
dirençlidir. Bu kuşaktan Sefepim penisiline dirençli streptokokların 
çoğuna karşı iyi aktivite gösterir ve enterobakter enfeksiyonların 
tedavisinde kullanılabilir. Diğer yandan klinik rolü üçüncü kuşak 
sefalosporinler gibidir2,3 . 

 

 

TABLO II : Derlemede yer alan üçüncü ve dördüncü kuşak 
sefolasporinlerin farmakokinetik özellikleri. 

İlaç 
Biyoyarar- 

lanım (%) 

t1/2 

(saat) 

tmak 

(saat) 

Cmak 

μg/mL 

Protein 

bağlanma 

oranı 

Dağılma hacmi 

(L/kg) 

Birincil 

eliminasyon 

yolu 

CEP  80 (i.m.) 2 1-1.5 60 18 17 Böbrek 

CIX  45 (Oral) 3-4 2-6 4 55 0.85 Böbrek 

COP  - 2 1-2 81 85 0.14-0.2 Böbrek 

COT  - 1 0.5 15 40 0.22 Böbrek 

CTA  90 (i.m.) 2 1 22 10 0.28-0.4 Böbrek 

CTR  100 (i.m.) 6-9 2 60 90 0.15 Böbrek 

CTI  - 1.7 1 84 30 0.26-0.5 Böbrek 

t1/2: yarılanma ömrü, tmak: maksimum ilaç derişimine ulaşmak için gerekli süre, Cmak: 

maksimum plazma derişimi ve i.m.: kas içi enjeksiyon. 
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Analiz Yöntemleri 

Antibiyotiklerle yapılan tedavilerin etkinliği, antibiyotiklerin 
organizmalar tarafından algılanmasına, doku ve organdaki derişimine 
ve organizmalardaki bozulma zamanına bağlıdır2. Biyolojik sıvılardan ve 
dokulardan, sefalosporinlerin hızlı ve kesin miktar analizleri, tedavi 
programının optimizasyonu ve zaman olarak düzeltilebilmesi için 
gereklidir9,10 .  

1990’ların ortalarına kadar biyolojik sıvılardaki ve dokulardaki 
antibiyotiklerin içeriği sıklıkla mikrobiyolojik yöntemlerle tayin edilirdi. 
Bu yöntemin en büyük dezavantajı numune içeriğinin bilinmemesiydi. 
Bu durum aynı anda birden fazla antibiyotiğin kullanılması ve 
organizma içinde antibiyotiğin çok fazla sayıda metabolitinin 
oluşmasıyla ilişkilidir.  Diğer zorlukları ise analizlerin uzun zamanda 
gerçekleşmesidir11-14. 1970-1980’lerden sonra kromatografiye doğru 
kayış olmuştur. Kromatografik yöntemler yüksek hassasiyet, kesinlik ve 
seçicilikten dolayı birçok ilacın farmakokinetik çalışmalarında tercih 
edilmiştir15,16.  

Sefalosporin grubu antibiyotiklerin insan5,17-21  ve hayvan 
kaynaklı21,22  biyolojik materyallerden, yiyeceklerden21,23  ve sulardan 
analizleri24,25, sıvı kromatografisi17, kapiller elektroforez21,26, 
spektroskopik27,28 ve elektrokimyasal yöntemler19,29 ile 
gerçekleştirilmiştir. Derlemede, seçilen sefalosporinlerin plazmadan, 
idrardan, dokudan ve diğer insan kaynaklı biyolojik materyallerden 
ayırımını, tanımlamasını ve miktar tayinini içeren HPLC analiz 
yöntemlerinin ayrıntılı değerlendirilmesi sunulmuştur (Tablo III).  
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TABLO III  
Sefalosporin grubu antibiyotiklerin insan biyolojik materyallerinden sıvı kromatografisi ile analizleri. 

İlaç Matriks Kolon Hareketli Faz Dedektör Doğrusallık 
(μg/ml) 

LOD/LOQ 
(μg/ml) 

Numune 
Hazırlama 

% Geri 
Kazanım 

Kay. 

CEP 1Plazma 
2Göz içi sıvısı 

Shandon Hypersil BDS C18 
(250×4.6 mm, 5 μm) 

25 mM KH2PO4 (pH 3) :MeOH (87:13, 
h/h) 

1 mL/dak 

UV 
270 nm 

11-50 
21-15  

10.83/2.52 
2 0.68/2.52  

% 70’lik HClO4 
+ 

MeCN 

96-99 (30)  

CEP 
CTAa 

Plazma Hypersil BDS C18 
(150×4.6 mm, 5 μm) 

40 ºC 

MeCN: Asetat tamponu (2.8:97.2, h/h) 
1 mL/dak 

UV 
254 nm 

0.5-500 
 

-/0.5 
 

%10 TCA 
CHCl3 

98-104 (31)  

CEP  Serum Supelcosil ABZ+ C18 
(150×4.6 mm, 5 μm) 

MeCN:20 mM KH2PO4 pH 2 (6:94, h/h) 
1 mL/dak 

UV 
263 nm 

0.50-200   CEP 
0.1/0.5  

Ultrafiltrasyon 86 (32)  

CEP 1Plazma 
2İdrar 

3Diyaliz 

Nucleosil C18 
(100×4.6 mm, 5 μm) 

 

MeCN:Amonyum asetat   
(pH 4) 1(10:90, h/h) 2,3(12:88, h/h) 1 

mL/dak 

UV 
280 nm 

0.5-100 
 

-/0.5 
 

1TCA- 
MeCN- 
CH2Cl2 

2,3Doğrudan 

199-106 
298-105 
398-104 

(33)  

CEP  1Serum 
2Karaciğer 

Supelcosil ABZ+ C18 
(150×4.6 mm, 5 μm) 

- UV 
263 nm 

10.50-200  
20.50-200  
μg/g 

- Filtrasyon - (34)  

CEP İdrar LiChrospher 100 
RP-18 

(250×4.6 mm, 5 μm) 
 

MeCN:100 mM H3PO4 (pH 3):10 mM n-
oktilamin (8:46:46, h/h/h) 

1.3 mL/dak 
Gradient elüsyon 

UV 
259 nm 

10–200 
 

1.0/8.0 
 

Mikrofiltre 94.7-104.2 (35)  

CEP İdrar LiChrospher 100 
RP-18 

(250×4.6 mm, 5 μm) 
 

MeCN:150 mM H3PO4 (pH 3):15 mM n-
oktilamin (8:46:46, h/h/h) 

1 mL/dak 
Gradient elüsyon 

UV 
256 nm 

10–200 
 

1.9/6.3 
 

Mikrofiltre 100 (36)  

CEP Plazma 
Peritonel sıvı 

 

μ Bondasphere C18 (150×3.9 
mm, 5 μm) 

40 ºC 

MeCN:Amonyum asetat   
(pH 4) (7:93, h/h) 1 mL/dak 

UV 
270 nm 

0.5–150  -/0.5 
 

TCA- 
MeCN- 
CH2Cl2 

- (37)  
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CEP 1Serum 
2İdrar 
3BOS 

LiChrospher 100 
RP-18 

(250×4.6 mm, 5 μm) 
 

10 mM fosfat tamponu (pH 7):MeOH 
(75:25, h/h) 
1,2 1 mL/dak 

30.5  mL/dak 

UV 
256 nm 

1-100  1,2 0.1/0.3 
30.08/0.24  

1MeCN-CH2Cl2 
2,3mikrofiltre 

98.5 
101.9 

(38)  

CEP 
 

Plazma Supelcosil LC-18 
(250×4.6 mm, 5 μm) 

 

75 mM asetat tamponu:MeCN (92:8, 
h/h), pH 5 0.8 mL/dak 

UV 
230 nm 

0.8-200 
 

0.4/0.8 
 

MeCN 98.6-104.2 (39)  

CEP 
CTA 

 

Plazma Symmetry C8 
(250×4.6 mm, 5 μm) 

25 ºC 

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

1 mL/dak 
Gradient elüsyon 

UV 
200-400 

nm 

2.5-60 
 

-/1 
-/0.5 

 

SPE 
(M&N C18) 

93.2-107.1 (40)  

CEP Plazma 
Diyaliz 

Onyx monolithic C18 
(200×4.6 mm) 

10 mM K2HPO4 (pH 7) :MeOH 
(80:20,  h/h) 

1 mL/dak 
Gradient elüsyon 

UV 
254 nm 

2-100 
 

1/2 
 

MeCN 92 
106 

(41)  

CEPa Serum 
İdrar 

LC 18 
(150×4.6 mm, 5 μm) 

 

15 mM KH2PO4 :MeCN:MeOH  
(pH 2.8) (84:12:4,  h/h) 

1 mL/dak 

UV 
307 nm 

- - - - (42)  

CIX 1Plazma 
2BAL 

μ-Bondapak C18 MeOH-Su:fosfat tamponu 
(22:28:50, h/h/h) 

1.1 mL/dak 

UV 
286 nm 

0.1-4.0 
0.05-1.6 

 

- SPE 
(Sep-Pak C18) 

199 
298 

(43)  

CIX Plazma Zorbax C8 
(150×4.6 mm, 5 μm) 

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

MS/MS 
(SIM) 

0.05-8.0 
 

-/0.05 
 

MeCN 91.1-95.4 (44)  

COP 
CTI 
CTR 

 

Serum Supelcosil LC-18 
(150×4.6 mm, 3 μm) 

MeOH:MeCN:10 mM fosfat tamponu 
(pH 7) 

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

 

UV 
267 nm 

5-100  LOD 
0.5-2 

 

On-line 98-102 (45)  

COP Kan Mightysil RP-18 
(150×2 mm, 5 μm) 

40 ºC 

MeOH:%0.1 formik asit 
(10:90, h/h) 
0.2 mL/dak 

Gradient elüsyon 

MS/MS 
(SIM) 

0.097-1.93 
 

0.048/0.097 
 

MeCN 65-73 (46)  
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COT 
 

1Plasma 
2Göz içi sıvısı 

ODS-Hypersil  
(300×4.6 mm, 5 μm) 

 

10 m M NaH2PO4:MeCN:dimetilfor-
mamit (79:15, h/h) pH 3 

 

UV 
285 nm 

0.08-20  1-/0.31 
2-/0.08 

 

SPE 
(Varian C18) 

160-96 
 

(47)  

COT 
 

İdrar LiChrospher 100 PR 18 (125x4 
mm) 

MeCN: 50 mM NaH2PO4  
(pH 3) (10:90 h/h) 

0.75 mL/dak 
Gradient elüsyon 

UV 
254 nm 

1.25-500  0.25/- 
 

SPE 
(Empore) 

 

60 (48)  

COT 1Plazma 
2BOS 

Spherisorb ODS2 
(150×4.6 mm, 5 μm) 

7 mM H3PO4:MeCN 
(85:15, h/h) 
1.3 mL/dak 

UV 
262 nm 

10.58-940 
20.54-148 

 

1-/0.58 
2-/0.80  

Sodyum 
asetat-MeOH 

Su 

1,278 (49)  

COT BOS LiChrolut RP-18 
(250×4 mm, 5 μm) 

10 mM asetat tamponu pH 4.8:MeOH 
(85:15, h/h) 

UV 
254 nm 

1.56-100 
 

-/0.39 
 

SPE 
(Bakerbond 

C18) 

90-100 (50)  

COT Plazma C18 Aqua 
(150×4.6 mm, 5 μm) 

50 mM NH4H2PO4 (pH 3):MeCN:TEA 
(87.8:12.0:0.2, h/h/h) 

1 mL/dak 

UV 
285 nm 

1-50 
 

-/1 
 

MeCN 97-101 (51)  

COT 1Serum 
2İdrar 

 

Chromolith® SpeedRODRP-18e Asetat tamponu (pH 4):MeOH (90:10, 
h/h) 

1.8 mL/dak 

UV 
265 nm 

0.001-5 
ng/μL 

0.025/0.075 
ng/μL 

1SPE  
(Oasis HLB) 

2Filtrasyon 

189-108 
298-106 

(52)  

COT 1Serum 
2İdrar 

 

Spherisorb ODS (250×4.6 mm, 
5 μm)  

Asetat tamponu (pH 4):MeOH (78:22, 
h/h) 1.2 mL/dak 

UV 
265 nm 

0.01-5 
ng/μL 

5-15 
pg/μL 

1SPE  
(Bondelut) 
2Filtrasyon 

188-105 
296-99 

(53)  

COTa Plazma ZorbaxSB-CN 
(150×4.6 mm, 5 μm) 

MeCN:5 mM formik asit 
(24:76, h/h) 
1 mL/dak 

MS/MS - - MeCN - (54)  

CTA Plazma Spherisorb ODS C18 
(120×4 mm, 5 μm) 

40 ºC 

MeCN:50 mM fosfat tamponu (pH 3.8) 
(94.5:5.5, h/h) 

1 mL/dak 

UV 
254 nm 

5-200 
 

0.1/4 
 

% 20 TCA 95 (55)  

CTA Plazma Kromasil 100 C18 
(250×4.6 mm, 5 μm) 

MeCN:25 mM fosfat tamponu (pH 7.4) 
(10:90, h/h) 
0.9 mL/dak 

ECD 
+1 V 

5-200 
 

0.75/3 
 

% 30 TCA 100 (56)  
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CTA 1Plazma 
2Kemik 

Nova-Pack C18 
(150×3.9 mm, 4 μm) 

50 mM (NH4)H2PO4 (pH 2.5):THF 
(494:6, h/h) 
2 mL/dak 

UV 
258 nm 

- 10.1/-  
20.1/- μg/g 

% 4 Perklorik 
asit 

- (57)  

CTA 1Serum 
2Balgam 

Nucleosil 100-5 C18 
(250×4.6 mm, 5 μm) 

35 ºC 

50 mM NaH2PO4 (pH 5):MeCN (95:5, 
h/h) 

1 mL/dak 
Gradient elüsyon 

UV 
258 nm 

0.5-40 
 

0.5/- 
 

On-line 196-109 
249-57 

(58)  

CTA1 

CEP2 

3Plazma 
4Diyaliz 

Bondapak C18 
(300×43.9 mm, 10 μm) 

Oda sıcaklığında 
 

Asetat:MeCN 
1 (95:5, h/h) 

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

UV 
1257 nm 
2280 nm 

3-200 
1-200  

/3 
-/1 

 

3MeCN-CH2Cl2 
4Doğrudan 

193-95 
292-99 

(59)  

CTAa Plazma Phenomenex Synergi  Polar-RP 
(10×2 mm, 4 μm) 

Su- amonyum asetat-%0.1 asetik asit 
(pH 3,8):MeOH 

(100:0, h/h) 0.5 mL/dak 
Gradient elüsyon 

MS 
(SIM) 

- - MeOH - (60)  

CTI Serum Kromasil 100 C18 
(250×4.6 mm, 5 μm) 

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

UV 
265-270 

nm 

0.05-100 
 

0.1/0.3 
 

- 99-100 (61)  

CTR Plazma Nova-Pak C18 
(100×8 mm, 4 μm) 

10 mM K2HPO4 + 10 mM CTMAB (pH 
6.5):MeCN 
(73:27, h/h) 
1.5 mL/dak 

Gradient elüsyon 

UV 
274 nm 

0.005-120 
 

0.005/0.015 
 

SPE 
(Sep-Pak C18) 

95-97 (62)  

CTR BOS Merck C18 
(125×4 mm, 5 μm) 

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

1 mL/dak 

UV 
270 nm 

0.5-50 
 

0.02/0.07 
 

Santrifüj 96-99 (25)  

CTR 
 

BOS Merck C18 
(125×4 mm, 5 μm) 

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

1 mL/dak 

UV 
270 nm 

0.5-50 
 

0.019/0.065 
 

Santrifüj 96-102 (63)  

CTR Plazma 
Amniyotik 

sıvı 

Nova-Pak C18 
(100×8 mm, 4 μm) 

10 mM K2HPO4 + 10 mM CTMAB (pH 
6.5):MeCN 
(73:27, h/h) 

UV 
274 nm 

0.005-120 
 

- SPE 
(Sep-Pak C18) 

90.2-107 (10)  

a Çalışmada iç standart olarak kullanımıştır. 1,2,3 ve 4 aynı satırdaki sefalosporinler için açıklamadır. 
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Kromatografik koşullar/şartlar 

Sabit Faz  

Sabit faz seçiminde analizi gerçekleştirilecek maddelerin 
fizikokimyasal özellikleri en önemli parametredir. Üçüncü ve dördüncü 
kuşak sefalosporinler oldukça polar bileşikler olmalarından dolayı 
normal faz sıvı kromatografisi ile ayrılabilirler64. Fakat son on yıldaki 
yayınlanmış çalışmalar incelendiğinde analizlerin %95’i (2/35=0.05) ters 
faz sıvı kromatografisi ile gerçekleştirilmiş olduğu görülmektedir. Bu 
durum oldukça kararlı apolar sabit fazların kullanılması ile 
açıklanabilir. Çalışmalarda genellikle C18 sabit faz tercih edilirken iki 
çalışmada C8 sabit faz olarak kullanılmıştır (Tablo III).  

Samanidou ve arkadaşları, sefalosporinlerin ayırımını monolitik 
kolon kullanarak gerçekleştirmiş ve çalışma sonunda monolitik kolonla 
yapılan analizin silika temelli kolonlara göre daha hızlı, kesin, 
tekrarlanabilir ve hassas olduğunu belirtmiştir52 .  

Polar sabit fazın kullanıldığı iki çalışmada sefalosporinler (CTA60  
ve COT54) iç standart olarak kullanılmıştır.  

 

Hareketli faz 

Sefalosporinler sefem halkasında üçüncü pozisyonda karboksil 
grubu içerirler. Bu yüzden sefalosporinler pH 8 civarında iyonize formda 
bulunurken pH 3 civarında karboksil grubunun iyonizasyonu 
baskılanır. Bu yüzden pH 3-8 aralığında sefalosporinlerin alıkonmaları 
önemli ölçüde üçüncü ve yedinci konumdaki substitüentlerin yapısına 
bağlıdır45,65. 

Kromatografik koşulların belirlenmesinde diğer bir önemli 
parametre ise hareketli fazın iyonik şiddetidir. Van de Venne66 ve 
Bompadre45 ve arkadaşlarına göre iyonize olmuş asitlerin pH 8 
civarında silika jel üzerinde tutunmaları tampondaki katyon derişimi ile 
doğru orantılıdır. Bu durum tüm sefalosporinler için geçerlidir. Bu 
mekanizma negatif yüklü sefalosporinlerin, pozitif yüklü hareketli faz 
katyonlarıyla birleşmeleri ile açıklanabilir. pH 3’de ise artan iyonik 
şiddetle, amino grubu içeren sefalosporinlerin adsorpsiyonu 
azalmaktadır45. Bu mekanizma ise hareketli fazdaki katyonlar ile proton 
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almış amino gruplu sefalosporinin sabit fazdaki silanol artıkları için 
aralarındaki yarışla açıklanabilir (ikili-alıkonma modeli). Tüm 
bunlardan dolayı, iyonize sefalosporinlerin tutunmaları, pH, iyonik 
şiddet ve maddelerin pKa’sına bağlı olan kompleks mekanizmalar ile 
açıklanabilir.  

Sefalosporinlerin iyon çifti kromatografisi ile de ters faz kolonda 
analizleri gerçekleştirilebilir67. Sefaloporinlerin tayinlerinde iyon çifti 
ajanı olarak sülfat (sodyum hekzan-,heptan-, ve oktan-sülfanat) ve 
tetraamonyum tuzları (tetrabutilamonyum hidroksit, 
setiltetrametilamonyum bromür, tetrabutilamonyum bromür) 
kullanılmıştır62,63,67. 

Sefalosporin molekülündeki sürekli pozitif yüklü kuaterner amin 
varlığı (sefepim ve seftazidim) geniş bir pH aralığında zwitter iyonun 
oluşmasına neden olmakta ve üçüncü konumdaki karboksil grubunu 
baskılamaktadır. Karşıt iyonun alıkonma üzerindeki etkisi 
sefalosporinin iyonlaşma derecesine bağlıdır. Karşıt iyon ile zıt yüklü 
molekülün iyon çifti oluşturması alıkonma zamanında önemli bir artışa 
neden olmaktadır. Zwitter iyon oluşturulan pH’larda moleküller içi 
etkileşim ortadan kalkmakta ve serbest yükün azalmasından dolayı 
alıkonma zamanı azalmaktadır. İyon çifti oluşumu ve zwitter iyon türleri 
arasındaki yarış, hareketli fazdaki karşıt iyon derişimine bağlıdır ve bu 
durum alıkonma süresine  yansımaktadır67.  

Hidrofobik karşıt anyonlar iyon çifti ajanı olarak, düşük pH’larda 
kullanıldığında protonlanmış aminotiyozol halkası içeren sefalosporinler 
ile iyon çifti oluşturmakta ve alıkonma süresini artırmaktadır. Aynı 
halkanın deprotonize olduğu yüksek pH’larda ise karşıt anyonlar 
kuaterner aminle etkileşerek zwitter iyon yapısını bozarlar ve alıkonma 
süresini azaltırlar. Katyonik karşıt iyon çifti ajanı kullanıldığında 
karboksil grubu ile etkileşeceğinden zwitter iyon yapının bozulmasına 
ve alıkonma süresinin azalmasına neden olur67.  

Literatürdeki ters faz HPLC yöntemlerinin büyük bir kısmı düşük 
iyonik şiddette ve düşük pH’da gerçekleştirilmiştir. Hareketli faz olarak 
genelde fosfat tamponu tercih edilirken organik çözücü olarak MeOH 
veya MeCN kullanılmıştır (Tablo III).  
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Dedektörler 

Sefalosporinlerin miktar tayinlerinde, kromofor özellik 
göstermelerinden dolayı genellikle UV dedektör tercih edilmiştir. 
Çalışmalar 230-280 nm dalgaboyu aralığında gerçekleştirilmiştir (Tablo 
III).  

Kaynaklarda sefalosporinlerin tayinlerinde amperometrik19, 
elektrokimyasal56 ve kütle dedektörlerinin de44,46,54,60 kullanılmış olduğu 
görülmektedir. Ayrıca ikinci kuşak sefalosporinlerden sefaklor 
türevlendirildikten sonra floresans ve kemilüminesans özelliklerinden 
yararlanarak analizleri gerçekleştirilmiştir68 .  

Sefalosporinlerin HPLC ile analizlerinde elde edilen gözlenebilme 
ve alt tayin sınırları genelde ng/mL düzeyindedir (Tablo III). Bu 
hassasiyet sefalosporinlerin farmakokinetik çalışmaları 
gerçekleştirebilmek için yeterli olmaktadır (Tablo II). 

 

Numune Hazırlama 

Biyolojik materyaller protein, yağ gibi maddeleri içeren karmaşık 
karışımlardır. Bu maddelerin numunede bulunması madenin analizleri 
girişim yaparak engelleyeceği gibi, kolon, cihaz bağlantıları ve dedektör 
üzerinde tıkanmaya da neden olmaktadır. Bu yüzden mümkün oldukça 
basit numune matrikslerinin analitik kolonlara enjekte edilebilmesi için 
numunelerin ön işleme tabi tutulması/hazırlanması gerekmektedir16,69.  

Sefalosporinlerin biyolojik materyallerden HPLC ile analizlerinde 
üç farklı numune hazırlama tekniği kullanılmıştır. Bunlar; i) uygun 
çözücü ile seyreltme, ii) protein çöktürme ve iii) katı faz tüketmedir 
(SPE).  

 

i) Uygun çözücü ile seyreltme: Protein içeriğinin az olduğu 
idrar, beyin omurilik sıvısı (BOS) gibi matriksler için 
kullanılabilir.  Bu matriksler su ile veya kararlılık problemi 
yaratmayacak uygun pH’daki bir tampon çözelti ile 
seyreltilebilirler. Yapılan çalışmalarda su en fazla tercih edilen 
seyreltme çözeltisi olduğu görülmüştür32-36,38,52,53,59.  
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ii) Protein çöktürme: Yüksek oranda protein içeren 
matrikslerden (plazma, serum ve doku gibi) kolon şartlarını 
değiştirmemek ve seçiciliği artırmak için proteinlerin 
uzaklaştırılması gerekmektedir. Protein çöktürme işlemi basit 
olması ve özel aletlere ihtiyaç duymaması bakımından avantaj 
sağlamasına rağmen, bir çok ilacın kontrolsüz bir biçimde 
çökmesine neden olabilmekte ayrıca asidik ortamdan dolayı 
ilaçların bozunmasına da yol açabilmektedir. Ayrıca bu işlem 
uygulandığında çökmenin tamamlanıp tamamlanmadığının 
da kontrolü gerekmektedir16.  

 Sefalosporinler için protein çöktürme işlemleri trikloroasetik 
asit, perklorik asit, metanol veya asetonitril ile 
gerçekleştirilmiştir (Tablo III). Asit ile yapılan işlemler etkin 
maddenin inaktivasyonuna, bazik ortamda ise kromatografik 
piklerin genişlemesine ve bazen de kimyasal yapının 
değişmesine neden olabilmektedir. Bu işlemin diğer bir 
dezavantajı ise numunenin seyreltilmesi ile analit derişiminin 
tayin sınırının altına düşmesidir.  Bu durum ortamdan fazla 
çözücünün uzaklaştırılmasıyla giderilebilmektedir16.   

iii) SPE: Günümüzde en etkili örnek hazırlama yöntemlerinden 
olan SPE, sahip olduğu avantajlar sayesinde özellikle çevre, 
gıda, ilaç, kozmetik vb. alanlarda kullanılmaktadır. 
Sefalosporinlerin SPE ile tayinleri C18 ve polimerik temelli 
sorbentler kullanılarak gerçekleştirilmiştir70. Martinez ve 
arkadaşlarının yaptığı çalışmada sorbent olarak C18, C8, C2, 
sikloheksil, fenil, siyanopropil ve 3M Empore disk kartuş 
denenmiş ve C8, C2, sikloheksil, fenil, ve siyanopropil 
kartuşlarla düşük geri kazanım elde edilmiştir. 
Çalışmalarının sonunda disk kartuş olan 3M Empore’i yüksek 
geri kazanım ve girişim olmamasından dolayı önermişlerdir48. 

 SPE sorbentlerinin şartlandırılması ve yıkanması sırasında 
çözelti olarak su62  veya fosfat tamponu40  kullanılarak geri 
kazanım artırılmıştır. Ayrıca tüketme verimi numunenin pH’sı 
ayarlanarak ve karşı iyonlar40,47  eklenerek artırılmıştır. 
Elüsyon çözeltisi olarak ise metanol50 veya asetonitril48  içeren 
çözeltiler kullanılmıştır.  
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 Ayrıca SPE’nin hat üstü (on-line) analizlerde de kullanıldığı 
görülmektedir45.   

Derlemede yer alan sefalsoporinlerin sekiz farklı biyolojik 
materyalden analizlerinde kullanılan numune hazırlama teknikleri 
Tablo IV’de özetlenmiştir. 

 

Tablo IV: Derlemede yer alan sefalosporinlerin insan kaynaklı biyolojik 
materyallerden numune hazırlama teknikleri 

 

Biyolojik materyal Numune hazırlama teknikleri 

Amniyotik sıvı SPE (10)  

Balgam SPE (43)  

BOS Uygun çözücü ile seyreltme/Filtreleme (38,49,71)  
Protein çöktürme (63)  

Diyaliz Uygun çözücü ile seyreltme (33)  
Protein çöktürme (41)  

Göz içi sıvısı SPE (47)  
Protein çöktürme (30)  

İdrar Protein çöktürme (72,73)  
Filtreleme (38)  

Kemik Protein çöktürme (57)  

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

Peritonel sıvı Protein çöktürme (37)  

 

Numune hazırlama tekniğinin seçimi sırasında matriksten gelen 
girişimleri engellemenin yanı sıra yüksek geri kazanım elde edilmesi 
hedeflenmiştir. Yapılan çalışmaların geri kazanım değerleri genelde % 
90 civarındadır (Tablo III).  Bazı çalışmalarda ise düşük geri kazanım 
(%60-70 civarında) değerleri elde edilmesi numune hazırlama tekniğinin 
optimizasyon çalışmalarının yetersizliğinden kaynaklandığını 
düşündürmektedir. En düşük geri kazanım (%50) ise Ehrlich ve 
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arkadaşlarının58  yaptığı çalışmada CTA’nın balgam numunelerinden 
analizidir.  

Sefalosporinlerin kararlılıkları pH’ya, sıcaklığa ve hazırlama 
süresine bağlıdır ve analizler sırasında kararlılık mutlaka kontrol 
edilmesi gereken bir parametredir9,20,21,82. 

 

Özet 

Üçüncü ve dördüncü kuşaktan seçilmiş sefalosporinlerin 
insan kaynaklı biyolojik materyallerden HPLC ile tayinleri 

Sefalosporinler 7-amino-sefalosporanik asit çekirdeğinden 
türevlendirilen beta-laktam antibiyotikleridir.  Bu asit çekirdeğine çeşitli 
fonksiyonel gruplarının eklenmesi ile daha yüksek etkinlik ve düşük 
toksisiteye sahip ürünlerin oluşması sağlanmıştır. Sefalosporinler, 
antimikrobiyal etki spektrumlarına göre dört kuşakta sınıflandırılabilir. 
Genel olarak, birinci kuşaktan dördüncü kuşağa doğru gidildikçe Gram 
(-) spektrumda artış görülürken Gram (+) organizmalara karşı aktivitede 
bazı azalmalar görülmektedir. Derlemede Türkiye piyasasında 
kullanılan üçüncü ve dördüncü kuşaktan yedi sefalosporinin (Sefepim, 
Seftazidim, Seftizoksim, Seftriakson, Sefotaksim, Sefiksim ve 
Sefoperazon) insan kaynaklı biyolojik materyallerden son on yılda HPLC 
ile yapılan tayinleri incelenmiştir.   İncelenen  yöntemlerde kullanılan 
hareketli faz, sabit faz, dedektör, numune hazırlama tekniği, geri 
kazanım, gözlenebilme ve alt tayin sınırına göre yapılmıştır. 

 

Anahtar kelimeler: HPLC, Sefalosporin, biyolojik materyal, insan 



HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY 201

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 β- 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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