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Vankomycin je glykopeptidové antibiotikum, které se
pouziva k 1&éCbé tézkych bakterialnich infekci vyvolanych
gram-pozitivnimi bakteriemi a pfedevdim pak MRSA.

V poslednich letech se za€aly objevovat pfipady MRSA
rezistentnich va¢&i nizkym koncentracim vankomycinu.
Dale je znamo, Ze mlize mit vankomycin u nékterych
pacientd, napfiklad s renalni insuficienci nezadouci
toxické ucinky — nefrotoxicitu a ototoxicitu. Z téchto
ddvodu je v I1éEbé nutné monitorovat koncentraci
vankomycinu v krvi. Cilem této prace je porovnat vybrané
metody stanoveni vankomycinu. Pro stanoveni
vankomycinu v séru byla v ramci prace vyvinuta a
Castecné validovana metoda HPLC-MS/MS. Na realnych
vzorcich pacient(l Ié€enych vankomycinem pak byly
porovnany vysledky méreni na analytickych soupravach
Emit Adria Centaur, FPIA Cobas Integra 400+, Clia
Abbott, FPIA KIMS Cobas Integra 400+ a vyvinuté in-
house HPLC-MS/MS metody. Bylo nasledné provedeno
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Vancomycin is a glycopeptide antibiotic used to treat
severe bacterial infections caused by gram-positive
bacteria and especially MRSA. In recent years,
cases of MRSA resistant to low vancomycin
concentrations have begun to appear. It is also
known that vancomycin can have adverse toxic
effects in some patients, for example with renal
insufficiency - nephrotoxicity and ototoxicity. For
these reasons, it is necessary to monitor the
concentration of vancomycin in the blood during
treatment. The aim of this work is to compare
selected methods for the determination of
vancomycin. An HPLC-MS / MS method was
developed and partially validated for the
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Uvod

Vankomycin je glykopeptidové antibiotikum pouzivané k lécbé
grampozitivnich bakterialnich infekci. Je |ékem, ktery se voli u pacientd
s vaznymi infekcemi, Casto nozokomialnimi nakazami 2z nemocni¢niho
prostiedi. Ukazalo se, Ze dokaze uspésné lécCit infekce vyvolané bakterii
Staphylococcus aureus, ktera se stala necitlivou na methicilin. Vyvoj novych
antibiotik je slozity, ale velmi potfebny ukol. Bakterie jsou totiz evolu¢né
uspésné a rychle se u nich vyviji rezistence na antibiotika. Proto je tfeba
dukladné zhodnotit nutnost pouZziti antibiotika v I[é€bé. Dnes je uz hlaSen vyskyt

kmenu Staphylococcus aureus rezistentnich na vankomycin.

U kazdého l|éku lze najit néjaké nezadouci ucCinky. Vankomycin je
rizikovy diky prokazanym nefrotoxickym a ototoxickym uc€inkim. Toto
antibiotikum ma velmi uzké terapeutické okno, a proto je doporu€ovano béhem
léCby jeho rutinni terapeutické monitorovani. Zakladem je zajisténi ucinné a
bezpecné IéCby pacienta, ktera ve vysledku zkrati dobu hospitalizace a snizi
riziko vzniku rezistence a selhani antibiotika. Kromé dodrzovani doporucenych
hladin koncentraci vankomycinu je dulezité pocitat s individualitou pacienta a
jeho zdravotnim stavem. Davkovani je nutné pfizplsobit zejména u obéznich
pacientd, vazné nemocnych a seniord. V dnesSni dobé& je monitorovani
vankomycinu stale Castéji zalozeno na softwarech, které pracuji s databazemi

populacnich studii.

Nicméné v bézné praxi se koncentrace vankomycinu u pacientd
stanovuje rlznymi imunochemickymi a separacnimi metodami. Rozdilnost
stanoveni a citlivosti téchto metod je problematicka z hlediska jejich
harmonizace a standardizace. Tyto problémy by mohly byt feSeny vyvinutim
rychlé a spolehlivé metody kapalinové chromatografie s detekci pomoci
hmotnostniho spektrometru. Metody zaloZzené na kapalinové chromatografii by

mohly snizit naklady potfebné k analyze na rozdil od imunochemickych metod.
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Cilem mé diplomové prace bylo vyvinout a validovat vlastni metodu
HPLC-MS/MS stanoveni vankomycinu v séru. Nasledovalo porovnani vysledku
méfeni vankomycinu vyvinutou metodou s komercnimi imunochemickymi
metodami bézné vyuzivanymi v rutinni praxi. Poslednim cilem bylo zhodnotit
potfebnost standardizace a harmonizace analytickych metod stanoveni
vankomycinu.
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Historie

Pfed vice nez 50 lety byla objevena slou€enina dnes znama jako
vankomycin. K objevu pfispél zvySeny vyskyt pfipadu vaznych stafylokokovych
infekci, které nereagovaly na |éCbu. Problémem byla rezistence bakterii na
pouzivana antibiotika, ktera zaCala byt nebezpecné Casta. Védci se proto snazili
nahradit stavajici antibiotika jinymi. Nahrazenim penicilinu erytromycinem sice
docilili poklesu rezistence stafylokoka na penicilin, ale zaroven vznikla
rezistence bakterialnich kmenl na erytromycin. Proto bylo tfeba co nejrychleji
objevit nové antimikrobialni latky, které by byly ucinné proti stafylokokim
(Griffith, 1981).

Timto smérem se vydala také spoleCnost Eli Lilly, ktera se zabyvala
nalezenim vysoce specifickych antibiotik plsobicich proti stafylokokim. Sbirali
vzorky pldy z oblasti po celém svété a nasledné je podrobovali screeningu.
Prilom pfiSel vroce 1952, kdy misionaf na Borneu poslal vzorek puady
z dzungle svému pfiteli, Dr. Kornfeldovi, organickému chemikovi spole¢nosti Eli
Lilly. Vtomto vzorku byla nalezena slouCenina oznacCena Ccislem 05865.
Produkoval ji mikroorganismus Streptomyces orientalis. Nalezena slou€enina
vykazovala vysoky stupen baktericidni aktivity proti velkému mnoZstvi gram-
pozitivnich mikroorganismu, véetné penicilin-rezistentnich stafylokokud. Po tomto
objevu se sloucenina 05865 zacCala intenzivné testovat. Velmi dullezité bylo
zZjistit, zda si kmeny bakterii na novou slouCeninu nevytvofi rezistenci, jak se
tomu stalo u predchozich antibiotik. Nicméné se ukazalo, Ze rezistence vuci
objevené slouceniné 05865 je vyrazné nizsi, nez tomu bylo u penicilinu (Griffith,
1981; McGuire, Wolfe and Ziegler, 1955).

Po pfiznivych vysledcich experimentl byla slou¢enina 05865 navrzena
pro klinické testovani. Pfedtim musela byt zajisténa jeji purifikace. Do té doby
se slouceniné prezdivalo Mississipské bahno kvuli typické hnédé barvé a
pritomnosti necistot. Prvni purifikace slou€eniny byla provedena precipitaci
kyselinou pikrovou a timto postupem se ziskala sloucenina, jejiz baktericidni
aktivita byla 780 pg/ml. Pozdéji byl vyvinut vyhodnéjSi postup purifikace na

ionexoveé pryskyfici. Timto pFistupem se ziskala mnohem CcistSi slou€enina a
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dostala také novy nazev vankomycin odvozeny od slova vanquish, coz

v prekladu znamena porazit (Griffith, 1981).

Nékteré studie na zvifatech naznacovaly, ze vankomycin by mohl byt pro
lidi nebezpeCnym. Pfesto se experimentalné podal dobrovolnikim a
dosahnutim terapeutické koncentrace uspésné vylécil tézké stafylokokoveé
infekce u 8 z 9 pacientd. Jednim z vyléCenych byl i pacient s endokarditidou
(Geraci et al, 1956). Dalsi podobné studie podpofily uspésnost vankomycinu a
tak byl vroce 1958 schvalen spolec¢nosti US Food and Drug Administration.
Spolecnost Eli Lilly tak poprvé uvedla na trh vankomycin pod nazvem Vancocin
(Moellering,2006).

Nanestésti ve stejném roce jako vankomycin byl pro |éCbu schvalen
antibiotikum methicilin. Ten se stal Iékem prvni volby v [éCbé stafylokokovych
infekci. Vzhledem ktomu, Ze testy na vankomycin provedené v 50. letech
odhalily jeho toxické pusobeni — ototoxicitu a nefrotoxicitu, odsunul se na
vedlejSi kolej. BEhem 50. — 70. let minulého stoleti byl pouzivan pouze jako 1ék
posledni zachrany. Podaval se zejména pacientim alergickym na (-laktamova
antibiotika, penicilin nebo pfi velmi vaznych bakterialnich infekcich
(Moellering,2006; Griffith, 1981).

V 70. letech se =zacCaly objevovat kmeny Staphylococcus aureus
rezistentni na methicilin. Tato situace opét oZivila zajem o vankomycin a zacal
se intenzivnéji pouzivat. Védci pomalu zacali prfehodnocovat nazor na
vankomycin a zacali jej brat jako potencionalné uziteCné antibiotikum
(Moellering,2006; Griffith, 1981).

Obr. 1: Podoba vankomycinu v ruznych stadiich vyvoje. Vievo ,Mississipské bahno*, puavodni vzhled
slouceniny, uprostied vzhled po precisténi kyselinou pikrovou. Vpravo soucasna podoba jako vankomycin
hydrochlorid. Prevzato z Griffitha, 1981.
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Obecna charakteristika vankomycinu

Vankomycin se fadi mezi tricyklicka glykoproteinova antibiotika. Mezi
dal$i zastupce glykopeptidu patfi ristocetin A, avoparcin a teikoplanin (Obr. 2).

Vankomycin ma antibakterialni u€inek na grampozitivni bakterie, véetné MRSA.
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Obr. 2: Chemicka struktura glykopeptidi — 1. ristocetin A, 2. avoparcin, 3. teikoplanin. Prevzato z:
Wikipedia

Fyzikalné — chemické vlastnosti

Jako chemicka slou€enina je pomérné stabilni a dobfe rozpustny ve
vodé. Jeho molekulova hmotnost 1449,3 g/mol je vyrazné vysSi nez u ostatnich
pouzivanych antibiotik. Pro srovnani molekulova hmotnost methicilinu je pouze
380,42 g/mol (Levine, 2006).
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Glykopeptidy absorbuji zafeni v UV oblasti s maximem pfi 260 nm. Co se
tyCe pH je rozsah pouziti vankomycinu 4-7. Pfi pH nizSim nebo vySSim, nez je
toto rozmezi nejsou glykopeptidy stabilni v roztoku. Mimo toto rozmezi
podléhaji rychleji degradaci. Jejich rozklad je provazen Zloutnutim a tvorbou
srazenin. lzoelektrického bodu dosahuje sloucenina pfi pH 7,2 (Gasper et al.,
1996; Ward and Oswald, 1997; Armstrong and Nair, 1997)

Chemickou strukturou je vankomycin linearni heptapeptid obsahujici
aminokyselinovou a sacharidovou ¢ast. Jeho strukturni vzorec je zobrazeny na
Obr. 3. Vankomycin obsahuje pét aromatickych kruhl, ¢imz se odliSuje od
ostatnich ¢lenu glykopeptidickych antibiotik vankomycinové skupiny, které maji
aromatickych kruht sedm. Dal8im strukturnim rysem je substituce kysliku na
aromatickych kruzich 4, 5, 6 a 7. Substituenty na kruzich 2 a 6 jsou
chlortyrosiny. Vankomycin ve své molekule obsahuje také aminokyselinovou
substituci v podobé asparaginu (Harris and Harris, 1982). Sacharidovou ¢ast ve
strukture tvofi D-glukéza a L-vankosamin. U jednotlivych zastupcu glykopeptida

se sacharidovy zbytek lisi.

Ukazalo se, Ze pfipojenim jednoho &i dvou lipofilnich postrannich fetézcu
do struktury glykopeptidu se mohou vyrazné zménit farmakokinetické parametry
antibiotika a jeho u€innost. Pfirozené ma tuto vlastnost teikoplanin s postrannim
uhlovodikovym fetézcem. Modifikaci vankomycinu a dalSich pfirozenych
glykopeptidi byla vyvinuta tfi nova semisynteticka antibiotika — dalbavancin,
telavancin a oritavancin (Obr. 4). Tato antibiotika jsou antibakterialné uc¢inné;jsi

nez vankomycin a vyrobci je oznacuiji jako lipoglykopeptidy (Benes, 2018).
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Obr. 3: Chemicka struktura vankomycinu. Prevzato z: Wikipedia

—NH

4 OH
o~ I
NH o}

Obr. 4: Chemicka struktura semisyntetickych glykopeptidi — 1. dalbavancin, 2. telavancin, 3. oritavancin.

Prevzato z: Wikipedia
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Farmakokinetika

Pokud je vankomycin podavan intraven6zné v mnozstvi 1 g, jeho
maximalni koncentrace v plazmé se pohybuje vrozmezi 20-50 mgl/l.
Vankomycin se z ¢asti vaze v lidském téle na bilkoviny plazmy a dobfe pronika
do tkani v€etné plic, kosti a kloubu. Jakmile dojde k dosaZeni rovnovazného
stavu, je jeho distribuéni objem vétSi, nez odpovida extracelularni tekutiné
(Rybak et al., 2009).

Do mozkomiSniho moku bez pfitomného zanétu pronika 0-4 mgl/l
vankomycinu, pokud je pfitomny zanét (meningitida) pak je pranik 6-11 mg/l. Do
vlastni mozkoveé tkané pronika vankomycin Iépe, jeho koncentrace se pohybuje

mezi 1-7 mg/l (Grayson et al., 2010).

V kazi, ktera je bez pfitomnosti zanétu, je hladina vankomycinu 0,1-0,3
mg/l extracelularni tekutiny. V tekutiné zvlhCujici sliznice je bez zanétu jeho

koncentrace také velmi nizka (Rybak et al., 2009).

Pfi  peroralnim podani se vankomycin minimalné vstfebava
z gastrointesticialniho traktu. V séru byly pfi davkovani 4x500 mg p. o. zjiStény
koncentrace okolo 0,5 mg/l. U anurickych pacientd dosahly koncentrace v séru
po 16 dnech hodnot 10-20 mg/l (SPC).

Distribu¢ni objem je asi 60 | — 1,73 m2 télesného povrchu. Ultrafiltraci
bylo zméfeno, Ze pfi sérovych koncentracich od 10 mg/L do 100 mg/L je vazba

na vankomycinu na plazmatické bilkoviny 30-35 % (SPC).

Vankomycin se vyluc€uje ledvinami bez pfechozi biotransformace a jeho
biologicky poloCas eliminace T12 je 6 hodin (Martinkova et al.,, 2018).
Plazmaticka clearance je pfiblizné 0,058 | - kg™! - h™! a renalni clearance 0,048
l.Lkg'.h-'. Béhem prvnich 24 hodin je asi 80% davky vankomycinu vylou¢eno
modi glomerularni filtraci. Pfi poruse funkce ledvin se vyluovani opozduje a

zvySuije riziko toxicity vankomycinu (SPC).

Degradaéni produkty vankomycinu

CDP je oznacCeni pro krystalicky degradacni produkt vankomycinu.
Vznikéa z vankomycinu hydrolytickou ztratou amoniaku. CDP-1 byl identifikovan

v roce 1978 pomoci metody rentgenové difrakce (Harris, Kopecka and Harris,
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1983). Tento produkt poskytuje dva izomery — CDP-1m (mensi) a CDP-1M
(vetsi). LiSi se mezi sebou v poloze kruhu obsahujiciho chlér, ktery je otoceny o
180°. Struktury izomer( jsou uvedeny na Obr. 5. Transformace CDP-1M na
CDP-1m spociva v pfesmyku tykajiciho se amidového dusiku asparaginu ve
struktufe vankomycinu. Hydrolytickym Stépenim na a-uhliku dojde poté ke
vzniku izomeru CDP-1m. Oba tyto produkty postradaji antimikrobialni aktivitu
vankomycinu. DOvodem je izomerace kyseliny asparagové na kyselinu
isoasparagovou Vv polypeptidovém fetézci. Pfeména vankomycinu na
degradacni produkty je zavisla na Case a teploté. P¥i teploté 20-25 °C je in vitro
pfeménéno 50% pocatecni hmotnosti vankomycinu na CDP-1 za 16 hodin. Za
40 hodin je pfeménéno 90 %. Tvorbu CDP-1 navic podporuje pfitomnost
kyselého pH (Marshall, 1965; Harris, Kopecka and Harris, 1983).

Jejich vznik je problémem zejména u pacientu s renalni insuficenci, kdy
dochazi k jejich hromadéni kvuali pomalé eliminaci z téla. Dusledkem hromadéni
muze byt selhani IéCby nebo vznik rezistence. Imunochemické metody
pouzivajici polyklonalni ov€i protilatku falesSné nadhodnocuji vysledky
vankomycinu. Nicméné po zavedeni monoklonalnich protilatek se kfizova
reaktivita sniZila a v souCasnosti se nadhodnoceni nepovazuje za klinicky
relevantni a neni potfeba Upravy metody, dokonce ani u pacientu s dialyzou a
nefropatii. (Somerville et al., 1999; Chen et al., 2020).
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Obr. 5: Struktura degradacénich produktt vankomycinu. Prevzato z: Abdollahpour, Heydari and Shamsipur,
2017

Mechanismus ucinku

Obecné vSechna glykopeptidova antibiotika, k nimz patfi vankomycin,
teikoplanin, oritavancin, dalbavancin a dalSi maji baktericidni ucinek, ktery
spociva v inhibici syntézy bunécné stény bakterii. LéCivo je baktericidni pro
délici se mikroorganismy. Pro pochopeni antibakterialniho puasobeni
vankomycinu bylo kliCové objeveni a popsani jeho chemické struktury. Pfedtim
se jeho vlastnosti zkoumaly v biochemickych studiich a az pozdéji na
molekularni drovni. Antibiotika tfidy penicilind také inhibuji syntézu bunécné
stény, ale jinym zpUsobem. Diky tomu vankomycin ucinkuje pfi bakterialnich

onemocnénich rezistentnich na penicilin. (Barna and Williams, 1984).

Dlvodem, pro¢ vankomycin ucinkuje na grampozitivni bakterie, a nikoliv
na gramnegativni, je rozdil ve stavbé bunélné stény. U gramnegativnich
bakterii je tenka vrstva peptidoglykanu chranéna pfed plsobenim vankomycinu

vnéj§i membranou tvofenou lipopolysacharidovo-fosfolipidovou proteinovou
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strukturou. Naopak grampozitivni bakterie maji mnohem tlustSi vrstvu

peptidoglykanu, ale chybi jim vnéjSi membrana (Barna and Williams, 1984).

Vankomycin se pevné navaze na polypeptidové meziprodukty
s charakteristickym volnym karboxylovym koncem -D-Ala-D-Ala- (D-alanyl-D-
alanin) a inhibuje tak biosyntézu peptidoglykanu. Kli€¢ovym meziproduktem, na
ktery se vaze vankomycin, je lipid Il. U bakterii je lipid I zalenén s pomoci
transpeptidasy a transglykosylasy do peptidoglykanové bunécné stény.
Vankomycinem se zablokuje aktivita transglykosylasy, ktera by normalné lipid Il
prenesla na polyglykanovy fetézec (Loll and Axelsen, 2000; Chellat, Raguz and
Riedl, 2016). Vankomycin tak vytvofi stérickou pfekazku branici v dokonc&eni

syntézy peptidoglykanu. Neschopnost syntézy bunécné stény vede ke smrti

bakterie. Schéma tohoto procesu zobrazuje Obr.6.
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Obr. 6: Zobrazeni vazby vankomycinu na lipid Il. Interagujici skupiny jsou zvyraznény modre. Pfevzato a

upraveno dle Nitanai et al., 2009.
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Rezistence

Vankomycin se zac€al pouzivat jako nahrada methicilinu k Ié¢bé MRSA
infekci. Nicméné s jeho narUstajicim pouzZivanim se zacala stejné jako u
methicilinu rozvijet rezistence. V dnesni dobé je vyskyt rezistentnich kmenl
vysoky a predstavuje vazny problém. Spojitost Ize nalézt v nadmérném
pouzivani antibiotik ve zdravotnictvi a zemédélstvi (Ashwin and Muralidharan,
2015; Chang et al., 2015). Nadmérnym uzivanim antibiotik se zvy3uje selekéni
tlak plsobici na bakterie. Jejich snahou je prezit, a proto se snazi vyvinout
mechanismy, které jim umozni se vyhnout nebo neutralizovat dopad
antimikrobialnich latek. Tyto bakterialni zmény jsou pak zakédovany v DNA a
nasledné mohou byt pfenaseny z jednoho druhu na jiny (Hastings, Rosenberg
and Slack, 2004; Holmes et al., 2016).

Existuji dva popsané typy rezistence na vankomycin u bakterii. Prvnim je
vyména D-alaninu za D-laktat nebo D-serin. D-alanin tvofi koncovou cast
peptidoglykanového prekurzoru. Pokud dojde k zaméné tak je prekurzor
pozménény a antibiotikum se na né&j neni schopno navazat. Je popsano 9
riznych typu tohoto typu rezistence na vankomycin VanA — VanN (Jorgensen et
al., 2015).

Tato rezistence se vyskytuje zpravidla u enterokoku, které se oznacuji
jako VRE (vancomycin resistant enterococci). Napfiklad VanA je nej¢astéjSim
typem rezistence a vyskytuje se hlavné u Enterococcus faecium. Dlvodem
rozSifeni tohoto typu rezistence je fakt, ze gen, ktery se podili na syntéze D-
alaninu je umistén na plasmidu. Zaroven jsou na plasmidu umistény i
regulatorové geny fidici aktivitu tohoto genu. Bakterialni burika tak pracuje

ekonomicky a syntetizuje D-alanin pouze v pfitomnosti antibiotika.

VanA typ je rezistentni nejen na vankomycin, ale také na teikoplanin.
Rezistence VanA typu se pravdépodobné prenesla z enterokokd na
Staphylococcus aureus a dala vzniknout fenotypu VRSA. Rezistence VanB je
méné Castd, protoZe byva kodovana chromozomalnimi geny a ne plasmidem.
Z toho duvodu se méné S§ifi. Navic u VanB zlstava zachovana citlivost na
teikoplanin. Rezistence VanC spocCiva ve vyméné D-alaninu za D-serin a geny

zpUsobujici tuto vyménu se nachazi v bakterialnim chromozomu. Tento typ
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nizké rezistence na vankomycin Ize nalézt u kmenu E. gallinarum, E.
casseliflavus a E. flavescens. (Bene$§, 2018). DalSim typem je rezistence VanD,
ktera byla pozorovana u E. faecium a ukazala se jako podobna s typy VanA a
VanB. Nicméné je pravdépodobné VanD umistén na chromozomu, a proto neni
pfenosny na jiné enterokoky. Zajimavym pfikladem jsou vakomycin-
dependentni enterokoky, které jsou nejen rezistentni va&i puasobeni
vankomycinu, ale navic jej potfebuji k vlastnimu ristu (Cetinkaya, Falk and
Mayhall, 2000).

Druhym typem rezistence je zvétSeni tloustky vrstvy peptidoglykanového
obalu. Tato zména souvisi i se sniZzenim hustoty pfichych vazeb mezi
peptidoglykanovymi viakny. Zistava mnohem vice volnych koncu se skupinou
D-alanin-D-alanin. Antibiotikum tak hif pronika tlustou vrstvou peptidoglykanu a
bakterie také maiji vice cilovych skupin D-alanin-D-alanin, na které se vaze.
Rezistence nevznika skokové, ale ucastni se ji fada genu. Vysledkem je
snizena citlivost na vankomycin a ne absolutni rezistence. Prvni pfiklad tohoto

typu rezistence byl popsan u Staphylococcus aureus (Benes, 2018).

Kmeny Staphylococcus aureus rezistentni oznacované VRSA se déli do
tfi skupin na zakladé citlivosti k vankomycinu. Prvnim je VSSA oznadujici
kmeny citlivé na vankomycin s MIC <2ug/ml. Druhym typem je VISA pro
stfedné citlivé kmeny s MIC 4-8 pg/ml a posledni je pak rezistentni typ VRSA
s MIC> 16 ug/ml. Pro ur€eni typu kmene S. aureus je tfeba vyuzit molekularni
metody a prokazat pfitomnost VanA nebo jinych rezistentnich determinant
(Werner, Strommenger and Witte, 2008).

VISA kmeny jsou charakteristické intermediarni rezistenci, ktera se €asto
tyka jen nékterych klonu v bakterialni populaci. Celkové takova populace je
heterorezistentni a pro kmen je pak oznaceni hVISA. Tento hVISA kmen se
béhem testovani jevi jako citlivy, ale obsahuje subpopulace semirezistentnich
bunék, které se Spatné prokazuji. Pusobenim selekéniho tlaku se tyto
semirezistentni buriky rozrostou na ukor plvodni citlivé populace (Benes,
2018).

Zvysujici se vyskyt rezistence na vankomycin se podili na konci

dominance tohoto antibiotika v Ié¢Ebé infekci vyvolanych grampozitivnimi
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bakteriemi. Nicméné dokud bude rezistence pod kontrolou a nedojde k objevu
nového ucinného antibiotika, zGstane I€kem prvni volby. Pro kontrolu rezistence
je tfeba dbat na spravné pouzivani antibiotika a dodrzovat pokyny pro
zamezeni Sifeni infekce ve zdravotnickych zafizenich (Cong, Yang and Rao,
2020).
Klinické vyuziti

TradiCné se vankomycin pouziva k lé¢bé vaznych bakterialnich infekci
zpUsobenych methicilin rezistentnim Staphylococcus aureus (MRSA) a
grampozitivnimi bakteriemi rezistentnimi na B-laktamova antibiotika (Moellering,
2006). Jedna se zejména o nozokomialni infekce vyvolané rezistentnimi
patogeny. Ty se vyskytuji hlavné v nemocnicich na jednotkach intenzivni péce,
novorozeneckych oddélenich a oddélenich imunosuprimovanych pacientd.
Zdrojem ndakaz je oSetfujici personal, prostfedi (odévy, prach) a dlouhodobé
hospitalizovani pacienti. LéEba vankomycinem se voli také v pfipadé infekéni
endokarditidy. Cast&j§im pouzivanim vankomycinu bylo zji$téno, Ze neni zcela
rovnocenny Vv porovnani s (B-laktamovymi antibiotiky. Pfikladem je 1é¢ba
pacientl se septickou tromboflebitidou, kdy se podavala kombinace heparinu a
vankomycinu. U nékterych nemocnych se prokazala subterapeuticka
koncentrace vankomycinu. P¥iinou bylo podani obou |éCiv stejnou hadiCkou,
kdy doSlo vlivem heparinu ke tvorbé srazenin vankomycinu. Nasledkem toho

klesla antibioticka u€innost vankomycinu. (Barg, Supena and Fekety, 1986).

Lécba vankomycinem musi byt volena i z hlediska mozné interakce
s dalSimi latkami a léCivymi pfipravky. Roztok vankomycin hydrochloridu ma
nizké pH, coz muze zpusobit chemickou nebo fyzikalni nestabilitu po smiseni
s jinymi latkami. Je tfeba kontrolovat vizualné zbarveni a pfitomnost srazenin.

Takeé je nezbytné vyhnout se miseni s alkalickymi roztoky.

Pfi anestezii muize dojit vlivem vankomycinu k zesileni deprese
myokardu, a proto je nutné monitorovat srdce a pomalou infuzi podavat spravné
nafedénou davku. PFi jejich sou€asném podavani byly popsany vedlejsi reakce
jako vznik erytrému, z€ervenani a anafylaktoidni reakce. Zamezit témto stavim

Ize podanim vankomycinu 60 minut pfed anestezii.
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Podobny uclinek jako s anestetiky ma vankomycin pfi interakci
s myorelaxancii, napfiklad sukcinylcholinem. Pokud se podava béhem
chirurgického zakroku nebo v kratkém cCase po ném vede k zesileni jejich

uc€inkd nervosvalové blokady.

Podavani vankomycinu v kombinaci jiné nefrotoxické, neurotoxické nebo
ototoxické latky muze vést ke zvySeni jeho toxického plsobeni. Mezi tyto latky
patfi gentamicin, streptomycin, tobramycin, kolistin, amikacin, amfotericin B a
dalSi. Pro synergicky ucinek vankomycinu a jiné latky (napf. gentamicinu) je
potfeba snizit maximalni davku vankomycinu na 500 mg kazdych 8 hodin
(SPC).

Kombinace vankomycinu a cefalosporint 3. generace se osvédcilo jako

efektivni feSeni v Ié€bé pneumokokové meningitidy (Ahmed, 1997).

Vyuziti nalezl vankomycin také pfi podani peroralné vléché
pseudomembranozni enterokolitidy vyvolané Clostridium difficile. V malé mife je
toto akutni stfevni onemocnéni zpusobené také jiz zminénym Staphylococcus
aureus, ktery je citlivy na IéCbu vankomycinem. Ktomuto stavu dochazi pfi
|éCbé Sirokospektralnimi antibiotiky, ke kterym je Staphylococcus aureus
rezistentni a dojde k potlaceni stfevni mikrofléry. Nasledné dojde k masivnimu
posSkozeni stfevni sliznice. Ke zvoleni vankomycinu jako Iéku na
pseudomembranozni enterokolitidu pfispélo také to, Ze se Spatné absorbuje ze
stfeva. Nicméné jeho pouzivani proti patogennim enterokokim cCastecné vedlo
k rozvoji rezistence oznaCované VRE (vankomycin rezistentni enterokoky)
(Gerding,1997; Bednar et al., 1996).

Staphylococcus aureus (SA)

Jedna se o grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivou bakterii. SA patfi
mezi koagulaza negativni stafylokoky. Morfologicky se jedna o sférické koky,
které se mohou vyskytovat jednotlivé, ve dvojicich nebo tvofit nepravidelné
shluky (hlavné v klinickém materialu) a hrozny (kultury a kultivacni pady). SA
patfi do podskupiny koagulaza — pozitivnich stafylokokl a fadi se meazi
biochemicky nejaktivnéjsi bakterialni druhy. Produkuje fadu toxinl, exoenzymu
a komplexnich latek bunécné stény, které se podileji na virulenci. SA je

patogenni pro &lovéka a obecn& vSechny teplokrevné Zivodichy. Clovék je
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obvykle vuci stafylokokové infekci odolny, ale urcité predispozice (chirurgicky
zakrok, uraz, diabetes, malignity, zavedeny katetr) a oslabeni imunity mohou

vést k rozvoji onemocnéni. Infekce jsou rizikovéjsi také u starsich lidi.

Stafylokokové infekce Casto vedou Kk recidivam nebo chronickému
prubéhu. Po praniku infekce do organismu muze po pfekonani obrannych
mechanismu dojit k pomnozZeni stafylokokl a nasledné infekce mize pronikat

do dalSich tkani.

Folikulitida je oznaCeni pro zanét vlasovych vackl. V misté infekce
dochazi k hromadéni leukocyty a vznika nekroza epitelu, ktera se vizualné
projevuje jako Cervené viedy v okoli ochlupeni. Tento stav muze vést k tvorbé

intersticialniho zanétu oznacovaného jako furunkl (Klaban, 2005).

Osteomyelitida neboli zanét kosti je onemocnéni nejcastéji vyvolané SA.
Maze vzniknout z primarni infekce nebo sekundarné cestou hematogenniho
rozsevu ze zanétliveho loziska v organismu. Pfi napadeni kosterniho systému
dojde krozsevu infekce do metafyz dlouhych kosti. Nasledkem je prudka
bolestivost, vysoka teplota a otok mékkych tkani. Hnis obsahujici stafylokoky se
Casto dostava do drfenovych vén a vede ke vzniku tromboflebitidy. Takto
postizena tkan nekrotizuje a zanét smeéfuje dal smérem k povrchu. Lécba

probiha chirurgickym zakrokem nebo podanim antibiotika.

Pneumonie (zapal plic) vznika vétSinou jako sekundarni infekce, ktera
postihuje jiz poskozeny dychaci systém. Casto po infekci vyvolané virem
chfipky. Spoustééem muze byt také dlouhodoba intubace, aspirace zvratkl
nebo hematogenniho plvodu pfi infekci zil a endokardu. Primarné vznika
pneumonie u starSich lidi, osob s oslabenou imunitou nebo imunodeficienci.
Onemocnéni ma nahly zacatek s pfiznaky jako vysoka horeCka, tfesavka,
schvacenost, poruchy védomi, tachypnoi, tachykardii, hypotenzi a vznikem
abscesl v postizené plicni tkani. Bez lékafského zasahu se rychle rozviji

septicky syndrom a Sok (Bednar et al., 1996).

Clostridium difficile

Jedna se o grampozitivni bakterii se Stihlym tyCinkovitym tvarem. Tvofi
spory a to zejména ve stfevé. Je vysoce citlivd na vankomycin, ale oproti

ostatnim klostridiim je rezistentni na cefoxitin.
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Pseudomembranozni enterokolitida vznikd z endogenniho zdroje C.
difficile pusobenim jeho toxinu. Nékdy vznika po podani antibiotik, jak bylo
uvedeno vySe. Dochazi ktvorbé I1ézi vterminalnim ileu a v kolon
s charakteristikou nekrotického loZziska v mukéze a submukdze. Prvnimi
pfiznaky jsou silné bolesti bficha a vodnaté prijmy, které neobsahuji pfimés
krve. Zakladni terapii je podavani metronidazolu peroralné. Ke specifické 1é¢bé
slouzi vankomycin podavany peroralné. U nezavazné infekce je doporucena
davka 125 mg kazdych 6 hodin po dobu 10 dni. V pfipadé zavazného prabéhu
Ize davku navysit az na 500 mg kazdych 6 hodin. (Bednar et al., 1996; Klaban,
2005; SPC).

Enterokoky

Do rodu Enterococcus patfi 12 druhd, nejdulezitéjsi jsou pro Clovéka E.
faecalis, E. faecium, E.avium a E.durans. Jedna se o grampozitivni, katalaza-
negativni koky tvofici dvojice nebo kratké fetizky. Tvofi dilezitou soucast
normalni mikroflory tlustého stfeva, ale nalézt je mizeme také v tenkém stievé,
genitalnim traktu a vyjimecné v hornich dychacich cestach. Jsou pUvodci
zavaznych infekci moc€ovych a Zlu€ovych cest. Zpusobuji také gynekologické
zanéty a infekéni komplikace v bfisni chirurgii (Bednar et al., 1996; Klaban,
2005).

Davkovani

Kvuli Spatné absorpci vankomycinu z gastrointestinalniho traktu se
pacientim podava vyhradné intraven6zné. Doba infuze by méla byt 1-2 hodiny.
Pfi kratSi dobé hrozi rozvoj tzv. ,red man®“ syndromu. Béhem né&j dochazi ke
vzniku Cervené svédivé vyrazky v horni ¢asti téla, poklesu krevniho tlaku a hrozi
riziko srdeCni zastavy. PfFiinou tohoto syndromu je nadmérna stimulace
imunitniho systému vankomycinem. Dochazi k degranulaci zirnych bunék a
bazofild a nasledkem toho k uvolnéni histaminu z téchto bunék nezavisle na
komplementu nebo preformovanych protilatkach IgE (Davis, Smith and Koup,
1986). Vyjime¢né se muze podavat peroralné Kk lécbé strfevnich infekci
vyvolanych Clostridium difficile. Peroralni podani v tomto pfipadé umozriuje

vankomycinu pusobit pouze ve stfevech, kde se nachazi patogen. (Rubinstein
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and Keynan, 2014). Intramuskularni podani vankomycinu se nedoporucuje kvuli

bolestivosti.

Doporucena koncentrace vankomycinu v séru u dospélych pacientu by
se méla pohybovat v rozmezi 15-20 mg/L, coz je udolni koncentrace méfrena
pred podanim infuze vankomycinu. U zavaznych infekci je rozmezi koncentrace
dokonce az do 25 mg/L. Vrcholové koncentrace po infuzi by se mély pohybovat
vrozmezi 20-40 mg/L. V pfipadé vaznych infekci se dnes akceptuje
koncentrace az 50 mg/l. PocCate¢ni davka u dospélych by méla byt vypocitana
podle télesné hmotnosti. Nasledné by se mélo davkovani upravovat na zakladé
skuteCnych sérovych koncentraci tak, aby se dosahlo cilové terapeutické
koncentrace. Jakmile se dosahne cilového terapeutického rozmezi, ucinek
antibiotika se dalSim zvySovanim jiz nezlepSuje, pouze se prodluZzuje doba
pusobeni. LéCba a jeji u€innost mize byt taky ovlivnéna typem rezimu infuze.
Pacienti maji bud kontinualni infuzi, nebo pFeruSovanou. Pravdépodobné
lepSiho vysledku dosahne pacient, ktery ma kontinualni infuzi (Rybak et al.,
2009). Davkovani vankomycinu je tfeba upravovat a monitorovat, protoze
Spatné zvolena koncentrace mulze vést k rozvoji rezistence patogena nebo

k projevu toxickym vlastnostem vankomycinu.

Uginnost vankomycinu je zavisla na ¢ase. Mé&fitkem uginnosti tedy neni
absolutni koncentrace dosazena po podani (Cmax), ale pomér velikosti plochy
pod kfivkou koncentrace v zavislosti na ¢ase (AUC) k minimalni inhibi¢ni
koncentraci patogena (MIC). Cilem je dosahnout hodnoty farmakokineticko-
farmakodynamického parametru ucinnosti dle Vancomycin Therapeutic

Guidelines:

AUCy_24/MIC = 400

Tento parametr byl uréen na zakladé in vitro, zvifecich a lidskych studiich
tykajicich se davkovani vankomycinu dle doporuceni od Infectious Diseases
Society of America, the American Society of Health-System Pharmacists, and
the Society of Infectious Diseases Pharmacists z roku 2009. K dosaZeni této
hodnoty jsou nutné vyssi davky vankomycinu a vysoka minimalni koncentrace
v séru. Presto, ze vyS$Si davky mohou vyvolat fadu nezadoucich ucinkd, jejich
zvySenim se dosahne priznivéjSiho vysledku léCby. Podavani nizSich davek
snizuje efektivitu IéCby a zvySuje riziko mortality pacientl (Rybak et al., 2009).
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Nicméné v roce 2019 doslo k aktualizaci doporu€eni tykajici se horni
hranice terapeutického rozmezi. Je doporuceno, Zze denni hodnota AUC24 za
pfedpokladu, Zze bude hodnota MIC=1 bude udrZovana v rozmezi 400-600
mg/L<h (Rybak et al., 2020).

Monitorovani koncentrace vankomycinu u pacientu je velmi dalezité kvuli
uzkému terapeutickému rozmezi. V |é€bé se musi navic zohledriovat i dalSi

zdravotni obtiZe pacienta.

Toxicita

Jako kazdy Iék ma i vankomycin vedlejSi uc€inky. NejcastéjSim je ,red
man“ syndrom, dale pak neutropenie, horeCka, slzeni, trombocytopenie,
flebitida zily a dalSi. U pacientu alergickych na teikoplanin dochazi ke zkfizené
hypersenzitivitt a mulze dojit az krozvoji anafylaktického Soku. DalSim
popsanym vedlejSim ucinkem je bulézni reakce oznacCovana jako Stevens-
Johnsonuv syndrom charakteristicky kozni vyrazkou s puchyfi nebo
poskozenim sliznice. V tomto pfipadé je nutné ukoncit Ié€bu vankomycinem a
provést dermatologické vysSetfeni. PFfi 1éCbé pacientl byla také zaznamenana

nefrotoxicita a ototoxicita vankomycinu (Gupta, Biyani and Khaira, 2011; SPC).

Podezieni na nefrotoxicitu vankomycin provazeji jiz od jeho schvaleni
vroce 1958. Prvotni pfipravky vankomycinu obsahovaly fadu necistot, které
byly povazovany za hlavni dlvody nefrotoxicity (Jeffres et al.,, 2007).
Nefrotoxicita vyvolana vankomycinem je obvykle reverzibilni a ma mirnou az
stfedné zavaznou formu. Nicméné byly popsany rizikové faktory, které zvySuji
riziko nefrotoxicity vankomycinu. Jedna se o vysSi vék pacienta, obezitu, delSi
dobu Iécby, kombinovanou lécbu s nefrotoxickymi latkami a jiz existujici
poskozeni ledvin (Filippone, Kraft and Farber, 2017). ZvySeni nefrotoxicity
vankomycinu  bylo  pozorovano pfi jeho  kombinovaném  pouziti

s aminoglykosidovymi antibiotiky (Rybak et al., 1990).

Vankomycin je ztéla vyluCovan prevazné ledvinami. Hlavni ¢ast jeho
eliminace probiha prostfednictvim glomerularni filtrace a zbytek pak aktivni
tubularni sekreci. Zvifeci studie naznacCily, Ze mechanismem nefrotoxicity
vankomycinu je nekréza bunék proximalniho tubulu. Nefrotoxicitu zpUsobuje
hromadéni vankomycinu v bunikach ledviny a také alterace ve funkci
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mitochondrii. PosSkozeni ledvin vankomycinem zahrnuje energeticky zavisly
transport mezi krvi a tubularnimi bunkami skrz bazolateralni membranu.
Transport je zprostfedkovany systémem organickych kyselin a receptorem
megalinem, ktery se nachazi na apikalnim povrchu. Vlastni poranéni
proximalniho tubulu je vyvolané oxidativnim stresem, aktivaci zanétlivych drah
a komplementu. Superoxidy depolarizuji membranovy potencial mitochondrialni
membrany, coz vede k uvolnéni cytochromu c a nasledné aktivaci kaspaz 3 a 9,
jejichz  funkce souvisi s bunéCnou apoptézou. DalSim potencionalnim
mechanismem poskozeni je obstrukce tubull srazeninami tvofenymi
vankomycinem (Prybylski, 2015; Pazhayattil and Shirali, 2014; Nakamura et al.,
1996; Dieterich et al., 2009).

Vzhledem k tomu, Ze nefrotoxicitu maze vyvolat oxidativni stres, védci se
zaméfili na jeho snizeni pouzitim antioxidantl. Nékteré se ukazaly
v experimentech jako uc€inné ve snaze ochranit bunky a patfi mezi né
modifikovana superoxid dismutaza, extrakt z Ginkgo biloby, a-lipoova kyselina,
melatonin a dalSi (Nishino et al., 2009; Celik et al., 2005). Na dalSich zvifecich
experimentech se zjistilo, ze latky zvySujici vyluCovani ledvin jsou schopny
snizovat nefrotoxicitu vyvolanou vankomycinem. Takovym pfikladem je latka
cilastatin testovana na mySich, ktera mlze blokovat megalinem
zprostfedkovany transport vankomycinu v proximalnim tubulu a snizovat tak
nefrotoxicitu. Pdvodnim cilem cilostatinu je inhibice renalni dehydropeptidazy-1
nachazejici se na membrané proximalniho tubulu, ale ukazalo se, zZe je v jeji
blizkosti lokalizovan také megalin. Vzhledem k tomu, Ze se megalin nachazi
také ve vnitfnim uchu, uvazuje se o mozném vyufZiti cilastatinu nejen ke snizeni
nefrotoxicity, ale také ototoxicity vankomycinu (Elyasi et al., 2013; Hori et al.,
2017).

DalSim vedlejSim ucCinkem vankomycinu je tedy ototoxicita, ktera se
vyskytuje vzacné, mize byt pfechodna nebo trvala. U pacienti byl pozorovan
tinitus a ztrata sluchu. Ototoxicita se stejné jako nefrotoxicita pfipisuje zejména
starSich pacientd. Dale byla hlaSena u pacientl, ktefi jiz méli pfedchazejici
hluchotu a dostavali béhem |éCby vysoké intravendzni davky vankomycinu nebo

byli |éCeni jesté jinymi ototoxickymi pfipravky. PoSkozeni sluchu se bé&hem
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terapie vankomycinem zjiStuje pomoci audiometru. Jeji riziko se zvySuje pfi
kombinovaném uziti s aminoglykosidy a dalSimi Iéky. Aby se snizilo riziko
ototoxického pusobeni vankomycinu doporucuje se pravidelné hodnotit krevni
hladiny a sluchové funkce pacientl, zejména téch starSich béhem Ié¢by a po ni.
(Forouzesh, Moise and Sakoulas, 2008; Lanvers-Kaminsky et al., 2017; Gupta,
Biyani and Kaira, 2011; SPC).

32



TDM vankomycinu

Jedna se o stanoveni koncentrace latky (xenobiotika) v séru, plazmé, krvi
a nasledné se interpretuje vysledek v kontextu laboratornich a klinickych dat.
Nakonec se zhodnoti davkovaci rezim IéCiva a pfipadné se upravi dle potreb
pacienta. Monitorovani hladin IéCiv ma vyznam zejména u déti, starSich osob,
obéznich a pacientd s chorobnymi stavy ovliviiujicimi eliminaci |éCiva

Z organismu.

Terapeutické monitorovani antibiotik slouzi k optimalizaci davkovani tak,
aby se maximalizovala ucinnost lécby a zaroven minimalizovalo riziko
vedlejSich ucinka. Jeho dalSim cilem je snizit naklady spojené s |éCebnou péci
o pacienta. Terapeutické monitorovani antibiotik se navic snazi predchazet

vzniku rezistence bakterii (Kacifova and Grundmann, 2015).

VétSina doporucenych davkovacich rezimd je navrzena na prumérného
pacienta, ktery nema poruchu eliminaénich funkci nebo neni |éCeny pro vaznou
infekci zpUsobenou rezistentnimi kmeny bakterii. Proto ¢asto dochazi v ramci
téchto skupin pacientdt kchybnému nebo nedostate€nému davkovani
vankomycinu na zakladé odchylek PK/PD parametru. Variability, které ovliviuji
TDM, mohou byt rozdéleny do 3 ¢asti: the bug, the drug and the patient (brouk,
léCivo a pacient). Dohromady tvofi celek, ktery je zakladem pro spravnou Ié¢bu,
kdy prvnim krokem je urCeni puvodce onemocnéni, zda je vhodné pouzit
antibiotikum k 1é¢bé a nasledné zohlednéni variability MIC bakterii a spravnému
uréeni hodnoty AUC/MIC u vankomycinu. V poslednim kroku je tfeba zhodnotit
stav a odchylky u pacienta. Vysledkem by méla byt uspésna lécba pacienta,
zamezeni rozvoji nezadoucich ucinku, zkraceni doby hospitalizace a zamezeni
opétovnému vzniku infekce. Proces TDM je schématicky zobrazeny na Obr. 7
(Cusumano et al., 2020).

U kriticky nemocnych pacientd je Casto pozorovan zvySeny srdecni
vydej, ktery vede ke zvySeni clearance vankomycinu, dysfunkci endotelu a
zvySenou propustnost kapilar zplsobujici prebytek extravaskularni tekutiny.
Transkapilarni unik albuminu vede navic u 40-50 % vazné nemocnych pacientt
k hypoalbuminémii. Tyto zmény vyusti ve zvySeni distribuéniho objemu

hydrofilnich antibiotik, mezi které patfi vankomycin. Kriticky nemocni pacienti
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maji vétSinou také zvySenou renalni clearance, jejiz pfi€inou je pravdépodobné
SIRS nebo vazny zanét v organismu, ktery dokaze zvysit prutok krve ledvinami.
U takovych pacientl hrozi zvySené riziko akutniho selhani ledvin (Roberts et al.,
2014; Ulldemolins et al., 2011; Alobaid et al., 2016)

Zvlastni skupinu tvofi také obézni pacienti, u kterych dochazi kvuli
veétSimu mnozstvi tukové a svalové tkané ke zménam v distribu¢nim objemu a
clearance u hydrofilnich antibiotik. Distribu¢ni objem je kvili Spatné prostupnosti
antibiotika skrz tukovou tkan nadhodnocen, jak ukazala studie na pacientech
léCenych vankomycinem rozdélenych na obézni a normalni. U obéznich
pacientl byla hodnota V4 primérné 74,4 L, tedy podstatné vysSi oproti 50,4 L u
normalnich. ZvySena renalni clearance mulze byt zpusobena zvySenim
organové hmoty u pacientd vedouci k vy§Simu pratoku krve ledvinami. Vliv na
davkovani ma také bypass Zaludku, ktery Casto obézni pacienti podstupuji a
vysledkem je snizeni absorpéni schopnosti (Alobaid et al., 2016; Meng et al.,
2017; Richardson, Scheetz and O Donnell, 2015; Miller and Smith, 2006).

Vankomycin je davkovan na zakladé télesné hmotnosti, coz muze vést
k chybnym vysledkim u obéznich pacientu, protoZze hmotnost zcela neodpovida
télesné kompozici, ktera ovliviiuje jeho distribuci a clearance. VysSSi télesna
vaha vede k vypoctu vysSi davky vankomycinu, coz zvysSuje riziko akutniho
selhani ledvin u pacientd svahou = 101 kg. Pomoct by mohlo pouziti
pocCitatové tomografie spolu s morfologickymi parametry jako je télesna
hloubka, objem trupu a celkova plocha téla, které jak se ukazalo na studii 300
pacientll, koresponduji s télesnym objemem a farmakokinetickymi parametry
vankomycinu (Pai et al., 2017; Lodise et al., 2009).

Problém se spravnym davkovanim je také u starSich pacientu.
Fyziologicky se s vékem sniZuje pratok krve ledvinami, jatry a zpomaluje se tak
rychlost renalni clearance. Snizuje se koncentrace proteinu v séru nasledkem je
pak zvySena koncentrace volného |éCiva v krvi (Faulkner, Cox and Williamson,
2005).

U vySe uvedenych rizikovych skupin pacientd je zvySené riziko
nefrotoxického pusobeni vankomycinu a proto vyzadovano jeho TDM.
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Vankomycin ma slozity farmakokineticky profil a je nejCastéji popisovan
dvoukompartmentovym modelem, ktery se vyuziva k analyze dat. Obcas je
mozné se setkat sjeho popisem s vyuzitim tfikompartmentového nebo
jednokompartmentového modelu. V pfipadé dvoukompartmentového modelu
vyuziva systém centralniho a periferniho systému, kdy mezi nimi dochazi
k vyméné latek za uCelem udrzeni rovnovahy. Kompartmenty jsou vyuzivany
pro simulaci pohybu latky v téle pacienta a pracuji s nimi software pomucky
slouzici k TDM (Rybak, 2006; Zamoner et al., 2019).

V klinické praxi je Casto obtizné udrzet koncentraci vankomycinu u
pacienta v terapeutickém rozmezi 15-20 mg/L. Casto se pak stava, Ze pacienti
dosahuji subterapeutickych hodnot vankomycinu. Uvadi se hned nékolik pficin,
které zvySuji Sanci na nedostaCujici nebo Spatné zvolenou [éCbu
vankomycinem. Témito pfiinami se zabyvala studie zaméfena na pacienty na
oddéleni jednotky intenzivni péce (JIP). Tito pacienti jsou ¢asto vazné nemocni
a prodélavaji vazné infekce, které ovliviiuji vyluCovani a metabolismus
antibiotik. U pacientll se zvySenou renalni clearance to vede k nizkému poméru
AUCo-24/MIC, ktery nedosahuje doporuéené hodnoty 400. Dale se ukazalo, Ze
Casto je léCba vankomycinem Spatné zvolena a po provedeni mikrobiologického
stanoveni se zjistilo, ze u 55 pacientl z 83 nebyl detekovan patogen citlivy na
vankomycin nebo se jednalo o kolonizatora. Navic u pacientd infekce souvisi se
Spatnou udrzbou zavedeného katetru (Helset et al., 2020). ZvySena renalni
clearance predstavuje patologicky stav, kdy ledviny vykazuji nadmérnou filtracni
aktivitu, snizuji tim hladinu antibiotika a tim znemozfiuji dosahnuti terapeutické
koncentrace. K odhaleni tohoto stavu slouzi monitorovani clearance kreatininu.
Doporu€enim je davkovani nejvysSich bezpecnych davek, prodlouZeni doby
infuze nebo v krajnim pfipadé zvazit zménu lécivého pfipravku (Chen and
Nikolau, 2020).

Zvlastni skupinou jsou pacienti, ktefi po selhani ledvin podstupuji
hemodialyzu. Casto jsou tito pacienti ohroZeni infekcemi a voli se u nich k 1é&bé

vankomycin.

Clearence vankomycinu ovliviiuje pfi hemodialyze fada faktorl jako
membrana, jeji povrch, permeability a adherence léCiva. Ovlivnit clearance
muze také pritok krve a samotny prutok dialyzatu. DoporuCuje se davkovat
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vankomycin béhem posledni hodiny az dvou dialyzy, aby se zabranilo ztraté

skrz dialyzér a zaroven se dosahlo terapeutického cile (Allawati et al.

Mason et al., 2003).
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Obr. 7: Model pro terapeutické monitorovani Iéciv.

Softwarové nastroje pro TDM

V dnesni dobé dochazi ke zméné v pfistupu davkovani vankomycinu.

Vroce 2019 doSlo k aktualizaci doporuceni pro davkovani vankomycinu

podporujici vyuziti Bayesianského pfistupu ke spolehlivému odhadnuti hodnot
AUC. Postupné se tedy pfechazi z davkovani na zakladé méreni udolni
koncentrace k metodé zalozené na pouziti softwarovych programu vyuzivajicich

Bayesianské analyzy a populacnich modelt (Rybak et al., 2020; Vali et al.,
2021).

ZlepSeni v personalizovaném davkovani by mohlo pfinést pouZiti

softwarového nastroje DoseMeRx.

Vyuzivd pro vypoCet informace o

farmakokineticko-farmakodynamicky model Jedna se o

vankomycinu.
jednokompartmentovy model vtvofeny na zakladé dat ziskanych z dospélych
pacientll s malignim hematologickym onemocnénim. Vlozené informace jsou
vék, vaha pacienta, koncentrace vankomycinu a laboratorni data (hodnota

kreatininu v séru). Studie vyuZivajici tento nastroj byla provedena u pacientd na
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oddéleni cévni chirurgie. Vyhodou je také to, Zze DoseMeRx nevyzaduje
odebrani vzorku pacienta v néjaky konkrétni Cas a je mozné provést odbér
v dobé rutinnich odbérd krve. Ukazalo se, ze software dokaze uspésné
navrhnout vhodnou davku témto pacientim. Jedina nevyhoda spociva v tom, Ze
nemuze byt pouzit u pacientl, ktefi dostavaji kontinualni infuzi vankomycinu
(Vali et al., 2021; Buelga et al., 2005).

DalSim softwarovym nastrojem pouzitym pro davkovani vancomycinu je
SmartDose (Gao et al., 2018). V Cinské studii pak porovnavali uspésnost
v davkovani mezi skupinou, ktera byla |éCena na zakladé TDM s vyuzitim
SmartDose a skupinou bez TDM. SmartDose vyuziva také metodologii
zalozenou na Bayesianské analyze. Kombinuje data ziskana od pacientl s témi
ziskanymi z populace, v uvedené studii se jednalo o Cinskou populaci. U
pacientl byl pouzity opét jednokompartmentovy model vankomycinu, protoze
dvoukompertmentovy nebyl vhodny vzhledem k tomu, Ze vétSina vzorkd bylo
méfeno jako udolni koncentrace. Software umozZnuje vyuziti 4
farmakokinetickych modell pro dospélé a starSi pacienty, neurochirurgické
pacienty, novorozence a déti. SmartDose se ukazal jako nastroj s vysokou
predikéni schopnosti pro dosazeni vhodného davkovani vankomycinu a snizeni
nefrotoxicity u pacientd s renaini insuficienci v kombinaci s TDM (Zhang et al.,
2020).

Dale se pouziva v praxi farmakokineticky software MW/Pharm, ktery je
uzivatelsky pfivétivy, interaktivni, a tak vhodny pro klinickou praxi. Jeho
obsahem je databaze obsahujici farmakokinetické parametry 180 pouzivanych
lékd, databazi historie pouzivani lékl a postupy vypoCtl pro jejich spravné
davkovani. Pro upraveni davkovani bere v potaz historii medikace, hmotnost
pacienta, jeho ledvinné funkce a aktualni zdravotni stav. Volitelny je pfistup
zalozeny na Bayesianské analyze. DneSni moderni varianta softwaru
MW/Pharm ++ obsahuje stéle se rozSifujici databazi skoro 300 IéCivych latek.
Pro nékteré latky navic obsahuje i modifikace farmakokinetickych parametr(
v zavislosti na genotypu nebo fenotypu pacienta (Proost and Meijer, 1992;
Mediware a.s).

Davkovani s vyuzitim TDM se pouziva stale Castéji. Nicméné neni
zdaleka jednoduché TDM provadét v bézné praxi, protoZze s nim souvisi fadu
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prekazek vcetné ceny, dostupnosti testu a informovanosti specializovaného
personalu. Do budoucna je proto urcité nutné dale studovat propojeni mezi

TDM a vysledkl pacienta (Cusumano et al., 2020).

Pfi terapii vankomycinem je doporu€ovano jeho rutinni monitorovani,
zvlast u pacientd s renalni insuficienci. Podminkou je, aby bylo mozné stanovit
koncentraci |éCiva v organismu rychlou, pfesnou, levnou a spolehlivou metodou.
Dfive se pouzivala zejména imunochemicka metoda stanoveni, ale dnes je
nahrazovana chromatografickymi technikami, zejména vysoce ucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC), ktera k detekci vyuziva hmotnostni

spektrometrii (Benes, 2018).
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Metody stanoveni vankomycinu

NejCastéji se provadi stanoveni vankomycinu v séru nebo plazmé.
Stanoveni se provadi imunoanalytickymi nebo chromatografickymi metodami.
Odbér vzorku se provadi 2 hodiny po podani vankomycinu a poté znovu pred
dalSi davkou. Nasledné musi byt zpracovan do 4 hodin od odbéru (FONS,
2007).

Dale jsou predstaveny metody, které slouzi ke stanoveni vankomycinu
v biologickém materialu. Jsou zde uvedeny metody pouzivané v bézné praxi a

také metody raritni.

Mikrobiologické neprimé stanoveni

Tato metoda vyZaduje vybér vhodného bakterialniho kmenu jako
napfiklad Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes nebo Staphylococcus
aureus. Dulezity je také vybér zivného média a doby inkubace. Principem testu
je linearni zavislost inhibice rustu bakterii na koncentraci vankomycinu.
Vysledek se tedy odecitd na zakladé priméru zon rustu bakterii na médiu.
Metoda je pomérné snadno proveditelna, ale ma velmi omezeny pracovni
rozsah. Navic stanoveni zabere hodné Casu a neni tak prakticky pouZzitelné pro

rutinni a statimova méfeni (Stroy, 1969; Walker and Kopp, 1978).

Radioimunoanalyza

Jednd se o prvni pouZitou imunoanalytickou metodou stanoveni
vankomycinu. Radioimunoanalyza je citliva, rychla a pomérné jednoducha
metoda pro kvantitativni stanoveni. Vankomycin je znaéen izotopem 3H pro
intravendzni podani nebo '?°l pro podani oralni cestou. Nasledné znaceny
vankomycin kompetuje s neznaCenym ve vzorku o vazbu na protilatku.
Mnozstvi vankomycinu se odecte na zakladé vzniku radioaktivnich komplexu.
Metoda je vhodna pro stanoveni koncentrace vankomycinu ze vzorku séra a
moci pacientd. Nevyhodou metody je nakladnost zafizeni a zdravotni riziko

plynouci z ozafeni. (Fong et al., 1981).
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Fluorescenéni polarizaéni imunoanalyza (FPIA)

Tato metoda stanoveni spojuje vyhody specifity imunoanalyz s rychlosti
a pohodlnosti homogenni metody. Vysledkem je spolehliva a pfesna metoda
vhodna pro stanoveni hladin vankomycinu. Princip spoCiva v kompetici mezi
vankomycinem znacenym fluoresceinem a neznaCenym vankomycinem o
vazbu na krali€i protilatku. Mira polarizace znaCeného vankomycinu je urCena
pomoci specialné navrzeného fluorometru Abbott TDx, ktery se komeréné
vyrabi jako diagnosticka souprava. Méfena fluorescence je nepfimo umeérna
koncentraci vankomycinu ve vzorku. FPIA metoda je prosta matricového efektu
a interferenci v lipemickém, ikterickém nebo hemolytickém séru (Schwenzer et
al., 1983; Joos, Luthy and Blaser, 1989).

Nicméné se ukazalo, Ze pfi porovnani ziskanych hodnot vankomycinu
v séru je oproti HPLC metodé vyrazné nadhodnocuje (az o 50-70 %). Ddvodem
je kfizova reaktivita degradacnich produktd vankomycinu se systémem TDx u
pacientd s renalni insuficienci. Problém se vyfeSil pfechodem z pouzivani
polyklonalnich (ov€ich, kralicich) protilatek na monoklonalni (mysi) (Smith et al.,
1998).

Dal$i variantou stanoveni s vyuzitim metody fluorescenéni polarizace je
kvantitativni stanoveni vankomycinu v séru nebo plazmé systémem COBAS
INTEGRA 400. Jednda se o in vitro diagnosticky test bézné pouzivany
v laboratofich pro terapeutické monitorovani 1éCiv. Fluoresceinem znaceny
protein je osvicen svétlem excitacni vinové délky 485 nm. Nasledné dojde
k absorbci Casti svétla a po kratkém Case v rozmezi nanosekund k emisi
absorbovaného svétla s delSi vinovou délkou 515 nm. Schopnost polarizace
emitovaného svétla pak zavisi na velikosti molekuly ve vzorku. Malé molekuly
rotuji vzorkem rychleji pfed emisi, a tak je vysledné svétlo depolarizované.
Naopak velké molekuly, kterymi mohou byt i fluoresceinem znacené proteiny
rotuji pomalu a davaji vznik polarizovanému svétlu (Dandliker and Feigen,
1961).

Fluorescencni polarizace vzorku je pak vyuzita ke stanoveni kvantitativni
koncentrace vankomycinu. Analyzator stanovi koncentraci ve vzorku s pomoci

dodavanych kalibraénich roztok( Preciset TDM 1 Calibrators, ke kterym
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vypocita kfivku nelinearni regrese metodou nejmensSich ¢tvercl. Podle
kalibracni kfivky je schopny dopocCitat konkrétni koncentraci v neznamém
vzorku. Pro ovéfeni kontroly kvality je soucasti TDM Control Set I-lll. Kontroly
vymezuji intervaly, ve kterych by se mély pohybovat naméfené hodnoty
v laboratofi. Vzorky by se mély po odbéru zpracovat do 2 hodin, pokud jsou
uchovany pfi teploté 15-25 °C (Hammett-Stabler and Johns, 1998). V pfipadé
pozdéjSiho testovani je |ze uzaviené uchovat po dobu 48 hodin pfi teploté 2—8
°C nebo po dobu 4 tydnl pfi teploté -20°C. Pro vzorky neni vhodné, aby byly

opakované zmrazeny a rozmrazeny.

NovejSi pouzivanou variantou diagnostického testu 3. generace pro
stanoveni vankomycinu je provadéno na systému COBAS INTEGRA 400 plus.
Principem testu je kineticka interakce mikro€astic v roztoku (KIMS). Na latexové
mikroCastice je kovalentné navazana mySi monoklonalni protilatka proti
vankomycinu a derivat |éCiva je navazan na makromolekulu. Kineticka interakce
mikroCastic roztoku je vyvolana vazbou konjugatu |éCiva na protilatku na
mikroCastici a je inhibovana pfitomnosti vankomycinu ve vzorku. Mezi
konjugatem léCiva a vankomycinem ve vzorku séra probiha kompetitivni reakce
0 vazebna mista protilatky proti vankomycinu navazané na mikrocastice.
Vysledna kineticka interakce je pak nepfimo umérna mnozstvi vankomycinu ve
vzorku. Vysledna hodnota se zjistuje méfenim absorbance (Sorrell, et al., 1982,
Liu, et. al., 2011, Rybak, et. al., 2009, Hammet-Stabler and Johns, 1998).
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Obr. 8: Schéma metody FPIA a KIMS. FPIA — 1. protilatka, 2. fluorescenéné znaceny analyt, 3.
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Obr. 9: Analyzator COBAS INTEGRA® 400 plus (roche.com)

42


https://diagnostics.roche.com/cz/cs/products/instruments/cobas-integra-400-plus.html

Kapilarni izotachoforéza

Vankomycin se touto metodou stanovuje ve dvou elektrolytech na
zakladé migrace vytvoreného vicenasobné nabitého kationtu. Vedouci elektrolyt
obsahuje Na* jako hlavni iont, jako protiont kyselinu morfolinoethanosulfonovou
a methylhydroxyethylcelulézu jako pfisadu. Koncovym elektrolytem je kyselina
morfolinoethanosulfonova. Metoda byla pouZita na vzorcich séra pacientl a
naméfené hodnoty jsou srovnatelné s FPIA. Oproti FPIA je ale metoda méné

citliva a pomalejsi (Sadecka, Polonsky and Netriova, 1995).

Enzymové imunoanalyzy

Obecné se jedna o imunochemické metody vyuzivajici ke znaceni
enzymy. Do této skupiny patfi dvé hlavni metody ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) a EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay Technique).
Tyto metody vyuzivaji reakci mezi protilatkou a antigenem. Mizeme je rozdélit

na metody kompetitivni a nekompetitivni.

Kompetitivni metoda je charakteristicka tim, Ze specificka protilatka neni
v reak¢éni smési v nadbytku a o vazbu na ni soutézi znaCeny a neznacCeny

antigen.

Nekompetitivni metoda ma naopak v reakci protilatku v nadbytku a
reaguje s ni antigen, ktery je pravé urCovanou latkou. Kvantifikace je zajiSténa
oznacenou specifickou protilatkou.
nekompetitivni —

sendvi¢ové usporadani
kompetitivni usporadani

Signal

1 1 1 i

Analyticka koncentrace

Obr. 10: Zobrazeni rozdili kalibracnich zavislosti mezi kompetitivnimi a nekompetitivnhimi metodami.

Prevzato od Beriovska
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Déle je mozné délit enzymové imunoanalytické metody podle potreby

separace volné a vazané frakce indikatoru na homogenni a heterogenni.

Homogenni imunoanalyzou rozumime metody nevyzadujici separaci a
fadi se zde EMIT. Enzym spojeny s antigenem po inkubaci s protilatkou

vykazuje zménu aktivity. Zménu Ize inhibovat pfidanim volného antigenu.

Heterogenni imunoanalyza je zalozena na separaci vytvofeného
komplexu antigen-protilatka od volnych antigent a protilatek. Nasledné se
stanovi aktivita jedné nebo obou frakci. Heterogenni imunoanalyzou je ELISA
zahrnujici enzymovou imunosorbentni zkousku (Engvall, 1980; Karlikova and
Topol¢an eds., 2012).

ELISA se mlze provadét v mnoha uspofadanich. Maze byt kompetitivni

nebo nekompetitivni, u obou variant pfima i nepfima podle stanoveni analytu.
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Obr. 11: Usporadani ELISA metody: Shora pfima kompetitivni ELISA, nepfima kompetitivni ELISA a

nekompetitivni ELISA. Prevzato z: Imunochemické metody.
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ELISA

Metoda slouzi ke kvantitativnimu stanoveni vankomycinu. Princip
spocCiva v kompetici volného analytu (vankomycinu) s enzymové znacenym
konjugatem ve vazbé na imobilizovanou protilatku. Mnozstvi vankomycinu je
pak nepfimo umeérné mnozstvi navazanych enzymové znacenych konjugati na
protilatku. Jako enzym se vyuziva kifenova peroxidaza. ELISA je rychlou a
citivou metodou, ale ma i své nevyhody. Mezi né patfi stabilita reagencii,
nutnost prepravy, skladovani v chladu a vysoka cena protilatek (Chianella et al.,
2013).

Resenim posledniho problému je nahrazeni protilatek za molekularné
imprintované polymerni nanocCastice (MIPs) syntetizované na pevné fazi.
Vyhodou téchto Castic je jejich snadna prfiprava, nizké naklady a stabilita. Lze
tak pfipravit Castice se specifickym tvarem pro vazbu vankomycinu. Takto
upravena metoda ma pfesnost stanoveni primémé 98 % a ma velmi nizkou

kiizovou reaktivitu s dalSimi antibiotiky (Chianella et al., 2013).

EMIT

Emit® 2000 test je homogenni enzymova imunoanalyza pro kvantitativni
analyzu vankomycinu z plazmy a séra. Dodava se komerc¢né ve formé Kitu.
Nejdfiv se smicha vzorek s reagencnim Ccinidlem obsahujicim vankomycin
znaceny enzymem glukoza-6-fosfat dehydrogenazou. V dalSim kroku se pfida
¢inidlo obsahujici myS8i monoklonalni protilatky proti vankomycinu a koenzym
NAD. Nasledné vzorek obsahujici vankomycin a enzymem znaleny
vankomycin soutézi o vazebna mista na protilatce. Po navazani na protilatku
klesa aktivita enzymu. Koncentrace vankomycinu se da zjistit z hlediska aktivity
enzymu. Enzym v aktivnim stavu méni oxidovany NAD na NADH, coz vede ke
zméné absorbance. Tato zména je nasledné méfena spektrofotometricky pfi
340 nm. Test méfi celkovou koncentraci vankomycinu (vazanou na bilkoviny a
volnou frakci). Navic nedochazi k interferenci s endogenni glukéza-6-fosfat
dehydrogenazou, protoze koenzym je funkéni pouze s bakterialnim enzymem
organismu Leuconostoc mesenteroides, ktery je vtestu pouzity (Beckman
Coulter, 2010).
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Pfesnost metody je srovnatelnd s metodami RIA, FPIA a HPLC.
Nicméné byly pozorovany dva potencionalni problémy, které mohou mit
negativni klinické duasledky. Prvnim je pfesnost méfeni u vzorkd, jejichz
koncentrace pfesahuje 30 mg/L. Proto se laboratofim doporuCuje kontrolovat
presnost u vysSich hladin IéCiva s vyuzitim kontrol a nasledného vyhodnoceni
standardni kfivky. Druhym problémem je proporcionalni chyba v naméfenych
hodnotach u stejnych pacientll mezi metodami EMIT a FPIA. Vétsi odchylka
pak byla pozorovana u pacientd s renalni insuficienci. Pravdépodobné je
divodem pouziti odliSné protilatky u FPIA, ktera kfizové reaguje s latkou
hromadici se v téle u pacientld s renalni insuficienci. Metoda EMIT je Casto
vyuzivana v klinické praxi k terapeutickému monitorovani davek vankomycinu

(Yeo, Traverse and Horowitz, 1989).
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Obr. 12: Schéma Emit analyzy — 1. protilatka, 2. enzym vazany na analog analytu, 3. stanovovany analyt.
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Prevzato a upraveno z: Sanavio and Silke, 2015

Pratokova chemiluminiscence

Tento pfistup spociva v emisi elektromagnetického zareni tvoficiho se
béhem reakce luminolu- H202- CuO. Vankomycin je schopen inhibovat toto
zareni, tedy chemiluminiscenci. Hodnota, o jakou se snizi chemiluminiscencéni
zafeni je pak umérna mnozstvi vankomycinu ve vzorku. Metoda je rychia,
jednoducha a nevyzaduje budici excitani zareni. Citlivost a pfesnost pratokové
chemiluminiscence spoc€iva v jeji schopnosti smiseni roztokl a detekci
emitovaného zareni. Vankomycin byl timto zplisobem detekovan ve vzorcich
vody ziskané z zivotniho prostfedi, v séru pacientl a ve farmaceutickych
pFipravcich. Nicméné tato metoda se v praxi zatim nepouziva (Khataee et al.,
2014).
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Test zalozeny na chemiluminiscenci se navic ukazal jako vhodnym pro
detekci kmend VISA a hVISA a jejich odliSeni od kmenul citlivych na
vankomycin. Chemiluminiscenci vyvolava pfitomnost Kkyslikovych radikald
generovanych béhem glykolyzy u Zivych organismu, vcetné bakterii. Ty
nasledné reaguji s chemiluminiscencni sondou — lucigeninem nebo luminolem.
Provedeni trva asi 8 hodin a citlivost dosahuje téméfr 100 %. Touto metodou tak
lze spolehlivé nalézt v klinickych vzorcich kmeny rezistentni na Iécbu

vankomycinem (Tajima et al., 2007; Campbell, Hallet and Weeks, 1985).

Voltametrické stanoveni

Tato metoda neni v praxi pouzivana a dala by se spiSe zafadit mezi
raritni a experimentalni. Metoda elektroanalytického voltametrického stanoveni
je pouzitelna pro analyzu ze vzork( plazmy. Principem je méfeni zavislosti
proudu na potencidlu pracovni elektrody pfi elektrolyze analytu. Pro stanoveni
vankomycinu Vv plazmé se pouzila detekce voltametrii Ctvercovych vin.
NejdulezitéjSim faktorem u voltametrického stanoveni je vybér vhodné
elektrody, konkrétné jejiho materialu. Pro stanoveni vankomycinu se po
zhodnoceni vybrala grafenem modifikovana sklenéna uhlikova elektroda. Na
elektrochemicky déj ma velky vliv také chemicka struktura analyzované latky.
Konkrétné funk&ni skupiny obsahujici kyslik. V pfipadé vankomycinu, ktery
obsahuje rGzné funkéni polarni skupiny jako napfiklad OH, NH2, CO, COOH to
vede k akumulaci téchto molekul skrz rGzné vazebné interakce na povrch
elektrody. Nicméné presto metoda dokaze pokryt koncentracni rozmezi uréené
pro terapii vankomycinem s limitem detekce 0,2 uM. Mnozstvi vankomycinu se
zjisti vypoctem kalibracni rovnice ze ziskanych voltamogrami. Toto stanoveni

vankomycinu je citlivé, rychlé a jednoduché (Hadi and Mollaei, 2018).
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Chromatografické metody

Chromatografie je metoda zalozena na separaci sloZzek obsazenych ve

vzorku. Radi se mezi metody kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku.

Samotné rozdéleni vzorku probiha mezi dvémi nemisitelnymi fazemi.
Oznacuji se jako mobilni — pohybliva faze a stacionarni — nepohybliva faze.
Vzorek se umistuje na zacCatek stacionarni faze. Nasledné dochazi k pohybu
mobilni faze pfes stacionarni a vzorek je touto silou unasen. Jednotlivé slozky
ve vzorku mohou byt také zachycovany na stacionarni fazi a opozduji se tak za
jinymi, které voln& putuji spolu s mobilni fazi. Cim siln&ji jsou slozky vzorku
zachycovany stacionarni fazi, tim vice se opozdi. Timto zpusobem dochazi

k separaci slozek analytu (Klouda, 2003).

Kapalinova chromatografie

Jedna se o variantu chromatografie, kdy mobilni fazi je kapalina a
separace probiha na chromatografické koloné, kde je umisténa stacionarni
faze. Pouzivany jsou v praxi 3 varianty kapalinové chromatografie. Nizkotlaka
kapalinova chromatografie, ktera uz skoro neni vyuzZivana a slouzi
k preparativnim ucelim, kdy se pomoci ni Cisti smési latek. Dale se vyuziva
planarni chromatografie, ktera je nenaro¢na a jednoducha, a tak vhodna pro
analytické a mikropreparativni uc€ely. Nicméné nejvétSi rozmach a vyuziti
predstavuje vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). (Opekar et al.,
2002).

Hmotnostni spektrometr

Jedna se o iontové-optické zafizeni. Obvykle se hmotnostni spektrometr
sklada z nasledujicich vzajemné propojenych soucasti: vstupni systém pro
zavedeni vzorku, vakuovy systém, iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a
detektor s pocitaCem. Vzorek muze byt v pevném, plynném nebo kapalném
stavu a podle toho se voli metoda zavedeni do spektrometru. Vakuovy systém
je tvofeny turbomolekularnimi ¢erpadly a olejovou difuzi, coz zajistuje vakuum
na hodnoté obvykle 1076 Torr(l. Dale existuje fada ionizacnich zdroju, které
jsou schopny prevést molekuly vzorku do plynné ionizované faze, napfiklad
chemicka ionizace, ionizace elektrosprejem nebo MALDI. Analyzator provadi
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vlastni separaci iontl na zakladé poméru m/s. Ptiklady analyzator( jsou
kvadrupolové analyzatory, analyzatory doby letu, iontova cyklotronova
rezonance a iontova past. Detektorem je obvykle jednoducha elektroda nebo

elektronovy multiplikator, ktery pfenasi signal do pocitace (Honour, 2003).
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Obr. 13: Scchématické zobrazeni jednotlivych c¢asti hmotnostniho spektometru. Prevzato z: Watson and
Sparkman, 2007.

Trojity kvadrupdl

Stavbou je slozeny ze sady 4 kovovych tyCi, které jsou paralelné
uspofadany a je na né vlozeno stejnosmérné a stfidavé napéti, které je fazové
posunuto. lon pfivedeny do kvadrupdlového filtru je vlivem elektrického pole
kvadrupolu oscilovan a stabilni drahy se dosahne pouze pfi urCité hodnoté
napéti U a amplitudy V. Tyto veli€iny se béhem skenovani kvadrupdlem méni,
ale jejich pomér je udrzovan konstantni. Upravenim téchto charakteristickych
veli€in |ze pfedurcit pohyb zvolenych iontl (o dané velikosti m/z) mezi tyCemi a
trajektorii jejich drahy. Ostatni ionty s jinou velikosti m/z k detektoru neprojdou.
Postupnou zménou v nastaveni veliCin u kvadrupdlu dochazi k detekci vSech
iontd.

lonty mohou také podléhat fragmentaci, ktera je vyvolana kolizi
s inertnim plynem. Toho se vyuziva v tandémové analyze, kdy jsou kvadrupoly
spojeny a zafazeny za sebou. NejCastéji se pouziva kombinace tfi kvadrupolu
oznacovana jako trojity kvadrupdl. Prvni kvadrupdl slouZi k selekci iontu,

nasledné druhy funguje jako kolizni cela a dojde zde k fragmentaci iontu
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v procesu kolizi indukované disociace (CID). lonty analytu se srazi s inertnim
plynem jako je argon, helium nebo dusik a nasledné vzniknou fragmenty
puvodnich iontd. Tyto fragmenty vstupuji do tfetiho a posledniho kvadrupodlu ve
kteréem na zakladé zvoleného pozitivniho nebo negativnhiho médu dojde ke
skenu iontu podle hodnoty m/z a tim k urCeni struktury latky podle Cetnosti
zastoupeni jednotlivych fragmentd. Trojity kvadrupdl se &asto vyuzZiva ve
spojeni s kapalinovou nebo plynovou chromatografii, kdy zajistuji funkci vysoce

specifickych detektoru.

Detector

m/e correct:

lon passes through
quadrupole

mass filter

/e incorrect:

. lon cannot reach

y detector
T~ lonization chamber

Obr. 14: Schéma kvadrupoélového hmotnostniho spektrometru. Prevzato z: Honour, 2017.

S trojitym kvadrupdlem je mozné pracovat v rGznych moédech. Jednotlivé
mody se mezi sebou liSi typem provadénych skenl iontl a zvySuji selektivitu
analyzy. Mezi tyto mody patfi (Griffiths and Wang, 2009; Hoffmann and
Stroobant, 2007):

e Sken celkového proudu iontu

Systém pracuje jako jednoduchy kvadrupdl a propousti vSechny
ionty. V poslednim kvadrupdlu dojde ke skenu vSech iontd a
ziskani hmotnostniho spektra.

e Sken vybraného iontu (SIM=selected ion monitoring)

Tento mod se pouziva k detekci specifickych slou€enin s vysokou

citlivosti. Pro kazdou cilovou slou€eninu se vyberou vhodné ionty
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ke sledovani. Prvni dva kvadrupdly jsou propustné a treti

kvadrupdl sleduje intenzitu iontu s vybranym m/z.
Sken produktovych iont(

Pfi tomto modu se zaostfi v prvnim kvadrupolu na konkrétni ion
s urCitym m/z a nasledné dojde k jeho fragmentaci v kolizni cele.
Vysledné fragmenty neboli produktové ionty jsou skenovany tretim
kvadrupélem. Tato Casto pouzivana varianta umozriuje identifikaci

nezname latky a také optimalizaci kolizni energie pro dalSi médy.
Sken iontd prekurzoru

Prvnim kvadrupdlem prochazi ionty dle svych m/z a druhy
kvadrupdl funguje jako kolizni cela poskytujici fragmenty iontu.
Treti kvadrupdl je nastaveny tak, Ze propousti pouze fragmentovy
ion o ur€itém zvoleném m/z. Takto je mozné identifikovat pouze
ionty sidentickymi fragmenty a lIze tak ziskat informace o

strukturné podobnych latkach.
Sken neutralnich ztrat (NLS)

V tomto modu skenuji prvni a treti kvadrupdl souCasné. Pouziva
se kdetekci prekurzorovych iontld, které fragmentu;ji
prostfednictvim specifické neutralni ztraty skupin H20, CO2 a
dalSich béhem CID. Slouzi k profilovani metabolitd, kdy se hledaji
bézné funkéni skupiny, které jsou neutralné ztracené. Ve smési
mohou byt tyto skupiny charakteristické pro konkrétni tfidu

sloucenin.
Sken iontovych reakci (SRM/MRM)

Tento moéd umozZnuje sledovani jednoho nebo vice
fragmentacnich pfechodu. Prvni kvadrupdl zacili na zvoleny ion o
ur€ittm m/z. Nasledné dojde k fragmentaci v kolizni cele. Treti
kvadrupdl poté selektivné vybere urcity fragment nebo vice
fragmentd pro kvantifikaci. Jedna se o vysoce citlivou a

specifickou techniku pro kvantifikaci slou¢enin uvnitf komplexnich
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smési. Vyhodou je také nizky chemicky Sum zajistény tfetim

kvadrupdélem, ktery propousti pouze urcité fragmenty.
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Obr. 15: Schématické zobrazeni pracovnich méd( trojitého kvadrupélu.
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Stanoveni vankomycinu pomoci kapalinové
chromatografie spojené s detekci UV nebo MS

Vzhledem k tomu, Ze imunochemické metody jsou €asto nepfesné kvuli
jejich kfizové reaktivité pfi stanoveni vankomycinu, stale Castéji se objevuji
varianty metody vyuZivajici kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii, pfipadné UV detekci. HPLC metoda se ukazala byt citlivéjSi a
vhodnéjsi pro detekci nizkych koncentraci vankomycinu. Proto je dnes zajem
védcu vyvinout a validovat vhodné varianty stanoveni vankomycinu pomoci
kapalinové chromatografie pro biologické vzorky, které by byly vhodné pro

upravu a monitorovani léCiva v praxi.

Lima et al. (2018) vyvinuli novou rychlou HPLC metodu stanoveni
vankomycinu ve vzorcich plazmy s vyuzitim UV detekce. Jako detektor pouZili
v metodé diodové pole. Tato HPLC-DAD metoda se od ostatnich HPLC metod
liSi zejména tim, Ze je rychlejSi, ma snadnéjSi provedeni a vyzaduje mnohem
mensi mnozstvi vzorku plazmy. Vzorky byly pfed vlastni analyzou precipitovany
s acetonitrilem a nasledné vlastni chromatograficka separace byla provedena
na koloné Supercosil C1s s ¢asticemi velikosti 2,7 ym. Pro metodu byl pouZit
izokraticky eluéni systém. Pro zlepSeni presnosti méfeni se pouzil interni
standart Zidovuline. NejvétSim pfinosem této metody je zmenSeni objemu
vzorku plazmy nutného pro analyzu na 50 pl. Tim se snizila i spotfeba dalSich
rozpoustédel a sniZil se celkovy &as pfipravy vzorku na vlastni analyzu. Cas
vlastni analyzy vzorku se zkratil na dobu 8 minut. Metoda byla otestovana
pouze na 7 pacientskych vzorcich a také nebyl vypocitan limit detekce metody.
Nicméné pres tyto nedostatky se podafilo vyvinout validovanou metodu, ktera je
specificka, citliva, pfesna pro kvantitfikaci vankomycinu v lidské plazmé a

vhodna alternativa pro jeho terapeutické monitorovani.

Zhang et al. (2019) se zabyvali vyvinutim rychlé a jednoduché metody
UPLC pro detekci vankomycinu v séru u détskych pacientu, ktefi jsou léceni
prerusovanou nebo kontinualni infuzi. Metoda byla provedena na systému
Waters ACQUITY H Class UPLC s UV detekci a separace byla provedena na
koloné Waters ACQUITY BEH Cs. Vzorky byly precipitovany s methanolem a

nasledné se provedia filtrace. Objem vzorku séra pro analyzu byl 100 ul a doba
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analyzy byla 5 minut, coz je kratSi doba, nez ma vétSina HPLC metod. Metoda
pokryla potfeby rychlého extrakéniho procesu, kratké doby analyzy a vhodného
rozmezi detekce pro zajisténi rychlého vysledku hladin vankomycinu u détskych
pacientl. Na vybranych 42 détech léCenych vankomycinem nasledné provedli
s touto metodou studii. Ta se zabyvala rozdilem mezi kontinualni a
preruSovanou infuzi vankomycinu. Na zakladé zjisténych vysledku se ukazalo,
Zze déti s kontinualnim podavanim vankomycinu dosahnou snadnéji a trvaleji

vhodného terapeutického rozmezi.

Da Silva et al. (2019) se snazili vyvinout a validovat jednoduchou UPLC-
MS/MS metodu pro simultanni stanoveni vankomycinu, amikacinu a kreatininu
v lidské plazmé. Po vyhodnoceni naroku na detekci tfi zminénych latek se
rozhodli pouZzit reverzni stacionarni fazi spojenou s nizkou koncentraci iontové
parovaciho Cinidla (kyselina heptafluorobutyrova, HFBA), které nebude oproti
HILIC stacionarni fazi svysokou koncentraci tak Skodlivé pro
chromatografickou kolonu a hmotnostni detektor. Pfidani HFBA navic zvysSilo
retenci aminoglykosidového antibiotika amikacinu a jeho interniho standartu
kanabicinu. MnozZstvi plazmy nutné pro analyzu bylo 50 ul. Vzorky byly
precipitovany s acetonitriiem a nasledné Ffedény v roztoku 0,1 % kyseliné
mravenci ve vodé. Vysledkem bylo fedéni matrice, které se spolec¢né s malym
mnozstvim finalniho objemu vzorku (1 pl) vstfiknutého do analyzatoru vedlo
k nizkému matricovému efektu. Analyza byla provedena na Aquity UPLC I-
Class chromatografickém systému spojeném s trojitym kvadrupolem Xevo TQD,
vSe znaCky Waters Technologies. Separace probéhla na koloné Acquity HSS
T3. Celkovy €as analyzy byl 5,5 minut. Metoda byla pouZita na 71 vzorcich
plazmy ziskanych od 18 pacientl IéCenych antibiotiky. Sedm pacientd bylo
lé€eno vancomycinem i amikacinem soucCasné. Plazmatické koncentrace
kreatininu byly méreny z hlediska jeho vypovédni hodnoty tykajici se clearance.
Pfesnost, spolehlivost a stability metody odpovidala bioanalytickym validacnim

pozadavkim a je uplatnitelna pro TDM téchto antibiotik.

Javorska et. al. (2017) kvantifikovali vankomycin metodou UHPLC-
MS/MS ve vzorcich lidského séra, moci, peritonealnim a pleuralnim vypotku.
Jejich snahou bylo unifikovat podminky tak, aby se dalo touto metodou stanovit

mnozstvi vankomycinu v uvedenych biologickych vzorcich. Detekce vice typl
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vzorkd by mohla pomoci lIépe pochopit viiv ukladani tekutiny do tfetiho prostoru
na dosazeni vhodné terapeutické hladiny vankomycinu u pacientu. Pro pfipravu
vzorkl k analyze spotfebovali 50 ul biologického vzorku pacienta. Nasledné
pfidali acetonitril a interni standard teikoplanin. Teikoplanin byl zvoleny kvali
podobné chemické struktufe s vankomycinem a jeho nizké cené oproti
izotopicky znaCenému internimu standardu. Vzorky moc€i pacientd byly
v nékterych pfipadech upravené fedénim acetonitriiem kvili vy$Simu obsahu
proteind. Vlastni analyza vzorkl probéhla na pfistroji UHPLC Nexera set
znacky Shimadzu a pouZila se chromatograficka kolona Meteoric Core C18 BIO
spojena s kolonou SecurityGuard ULTRA, UHPLC C18. Detekce vankomycinu
a teikoplaninu byla provedena na LCMS-8030 trojitém kvadrupdlovém
hmotnostnim spektrometru v MRM moddu. Vyvinutou metodu vyzkousSeli na
vzorcich 5 pacientl podstupujici terapii vankomycinem. Metoda splnila
pozadavky pro stanoveni velké série vzorkd diky jednoduchosti a upravam
Seftfici Cas analyzy. Vyhodné se ukazalo pouziti 96jamkové mikrodesti¢ky, ktera
urychlila analyzu a snizila spotfeba rozpoustédél. Cas nutny pro zpracovani
jednoho vzorku byl 1,5minuty. Metoda byla validovana dle norem, nicméné
vzhledem k vysokému matricovému efektu teikoplaninu ve vzorcich séra a
vypotcich se nepovedlo jej normalizovat. Navic kvuli rozdilnosti v retencnich
Casech bude vankomycin pravdépodobné& matricovym efektem ovlivnén jinak
nez teikoplanin. Vysledna UHPLC-MS/MS metoda je vhodna pro monitorovani
vankomycinu u kriticky nemocnych pacientt, kde hrozi, Zze hromadéni tekutin

v tkanich nebo renalni selhani ovlivni efektivitu antibiotickeé 1éCby.

Brozmanova et al. (2017) pro bézZné terapeutické monitorovani
vankomycinu u pacientl vyvinuli viastni metodu LC-MS/MS. Jejich snahou bylo
vytvofit a validovat dle norem metodu rychlou a jednoduchou co se tycCe
pripravy vzorku. DalSim cilem studie bylo porovnat vysledky ziskané touto
metodou s FPIA imunoanalyzou, ktera je pro monitorovani vankomycinu rutinné
pouzivana. Pro pfipravu vzorkl k analyze spotfebovali 50 pl lidského séra. Dale
zvolili jednoduchou metodu extrakce vzorku, a to precipitace s 33 % kyselinou
trichloroctovou. V pfedbéznych experimentech zjistili, Zze ¢im vy3si je pH

v v,

pripravenych s 33 % Kkyselinou trichloroctovou bylo velmi nizké (1,1). Takto
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nizkd hodnota pH je Skodlivd pro chromatografickou kolonu a celkové
chromatograficky systém. Proto dodali ke vzorkim po precipitaci, centrifugaci a
separaci supernatantu pro zvySeni pH hydroxid amonny. Jako interni standart
vankomycinu si vybrali z testovanych antibiotik tobramycin a vzorky pro kontrolu
kvality komeréné dodavané od firmy Roche. Analyza pfipravenych vzorku
probéhla na UPLC-MS/MS systému tvofeném Waters Acquity UPLC spojeném
s Quatro Micro Api trojitym kvadrupolem. Pouzita chromatograficka kolona byla
Acquity UPLC RP BEH C18. Hmotnostni spektrometr byl pro analyzu nastaven
pro praci v MRM modu. Celkova doba analyzy byla 5 minut. Metoda byla
uspésné validovana dle norem FDA. Vzorky séra byly ziskany od pacientl
s vaznymi infekcemi Ié€enymi vankomycinem. Ty rozdélily podle hodnot
séroveho kreatininu do tfi kategorii — normalni hodnoty, zvySené a dialyzované
pacienty. Zajimali se o korelaci vysledkl mezi témito skupinami v ramci nové
metodu a FPIA. Porovnani téchto metod bylo provedeno pomoci Passing-
Bablokovy regresni analyzy a Bland-Altmannovy analyzy. Vysledky pacientt
s normalnimi a zvySenymi hodnotami kreatininu spolu u obou metod dobfie
korelovaly. Nicméné u dialyzovanych pacientd s renalni insuficienci se ukazalo,
Ze metoda FPIA nadhodnocuje vysledné koncentrace vankomycinu o 14 %
oproti LC-MS/MS. Dlvodem mulze byt pfitomnost degradacniho produktu
vankomycinu CDP u téchto pacientl. Vzhledem k tomu, Ze tito vazné nemocni
pacienti jsou CcCast&ji monitorovani a doporuc¢ené koncentracni rozmezi
vankomycinu je vtomto ohledu Siroké, neni takové nadhodnoceni vyraznym

klinickym problémem.

56



Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie
Acetonitril, SIGMA — ALDRICH
Methanol, SIGMA — ALDRICH
Trichloroctova kyselina 33 %, SIGMA — ALDRICH
Hydroxid amonny, SIGMA — ALDRICH
Teikoplanin 50 pg/ml
Vankomycin Mylan 500 mg, Francie
Vankomycin hydrochlorid, USA
Voda pro HPLC, SIGMA — ALDRICH
TDM control set, Randox Quality Control
Negativni sérum — od zdravych darcu

Vzorky krve pacientll — sérum

Pristroje a pomucky
Automatické pipety, Eppendorf Research plus
Vysokorychlostni mikrocentrifuga SCILOGEX D3024
Vortex mixer, VELP SCIENTIFICA
Centrifuga
Zkumavky sklenéné, plastové ,eppendorf*
Odmérna banka 10 ml
Vialky sklenéné, inzerty plastové
Ultrafiltraéni zkumavky Centrifree®, SIGMA — ALDRICH
UHPLC Shimadzu Nexera X2

Hmotnostni spektrometr Shimadzu LCMS-8060
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Chromatograficka kolona

Pro analyzu byla v systému HPLC pouzita kolona Kinetex® vyrobena
spole¢nosti Phenomenex. Kolona je polarni s velikosti ¢astic C18, zrnénim 2,6

pMm a délkou 50 x 2,1 mm.

Priprava standardnich vzorka

V ramci vytvoreni a optimalizace metody jsem vyzkou$ela nékolik typu
pfriprav kalibracnich fad vankomycinu. Vyzkou$ela jsem varianty ruznych

precipitacnich Cinidel, které uvadim nize.

Zasobni roztok A

Vankomycinu mylan 500 mg byl pfedem pfipraven do formy infuzniho
roztoku o koncentraci 100 mg/ml. Takto pfipraveny roztok byl pro dalSi pfipravy

jednotlivych fad uchovavan zamrazeny.

Priprava koncentracni rady A

Ze zasobniho roztoku se pfipravila fada roztokd o koncentracich 100, 50,
25, 10, 1, 0,1 mg/l. Jako prvni se pfipravil roztok o koncentraci 100 mg/l, kdy se
do odmérné bariky pipetovalo 10 ul ze zasobniho roztoku vankomycinu a 9990
pl vody pro HPLC, pfipadné negativniho séra. Postupné se z této koncentrace

Fedily dalsi.

Kalibraé€ni fada s kyselinou trichloroctovou

Pfed vlastni precipitaci se provedla ultrafiltrace pfipravenych kalibra¢nich
roztokll a TDM kontrol. Ultrafiltraéni zkumavky slouzi k rychlému a u¢innému
oddélovani volnych mikrosolutd od mikrosolutd vazanych na protein v malych
objemech séra, plazmy a biologického materialu pfed vlastni analyzou.
Zkumavky obsahuji nizko adsorbujici hydrofilni membranu, O-krouzku, ktery je
napevno zabudovany mezi zasobnik vzorku a spodni ¢ast. Souc€asti spodni
Casti je odnimatelna nadobka na filtrat. Protein je selektivné oddélen do frakce
vzorku (koncentratu), zatimco volny ligand s rozpoustédlem prochazi volné
membranou do nadobky na filtrat. Zkumavky jsou vhodné pouze pro

jednorazové pouziti (Sigma-Aldrich).
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Do ultrafiltraénich zkumavek se pipetovalo 150 pl kontrol nebo roztoku
vankomycinu a na 15 minut se zkumavky vlozily do centrifugy na 1000 rcf.
Z ultrafiltrovanych roztokl se pipetovalo 50 yl do zkumavek ,eppendorf‘ a
provedla se precipitace pfidanim 50 pl kyseliny trichloroctové. Zkumavky se
vlozily do centrifugy nastavené na 15000 otacek po dobu 10 minut. Pak se takto
pfipravené roztoky k analyze pipetovaly o mnozstvi 70 pl do vialek a nasledné

se provedla jejich analyza na HPLC-MS/MS.

Obr. 16: Ultrafiltraéni zkumavky Centrifree®

Kalibraéni fada s kyselinou trichloroctovou a hydroxidem amonnym

Tato fada se pfipravovala bez ultrafiltrace. Do zkumavek se napipetovalo
nejdfiv 50 ul z kazdé pfipravené koncentrace vankomycinu a také z TDM
kontrol. Nasledné se pfidalo 50 pl kyseliny trichloroctové, zkumavky se
promichaly na vortexu, aby se pfede$lo vzniku sraZenin a pfidalo se 50 pl
hydroxidu amonného. Takto pfipravena fada se vlozila do centrifugy na 10
minut na 15000 rcf. Poté se jednotlivé vzorky pipetovaly do vialek a vlozily do
HPLC-MS/MS k analyze.

Kalibraéni rada s kyselinou trichloroctovou, hydroxidem amonnym a
acetonitrilem

Rada byla pfipravena obdobnym zplisobem jak bylo uvedeno vyse. K 50
Ml vSech koncentraci vankomycinu a TDM kontrol se pipetovalo 50 ul kyseliny
trichloroctové. Zkumavky se promichaly na vortexu a poté se pfidalo 50 l

59



hydroxidu amonného a 50 pl acetonitrilu. Rada se vloZila do centrifugy na 10
minut a 15000 rcf. Pro analyzu se pipetovaly supernatanty po centrifugaci do

vialek.

Kalibrac¢ni rada s methanolem

Nejdfiv byla provedena ultrafiltrace koncentraci vankomycinu a TDM
kontrol. Centrifugace byla nastavena na 15 minut a 1000 otacek.
Z ultrafiltracnich zkumavek se pipetovalo 50 pl do zkumavek ,eppendorf‘ a
precipitovalo s 100 yl methanolu. Vzorky se centrifugovaly 10 minut pfi 15000
rcf. Nasledné se 70 pl supernatantu z kazdé zkumavky pipetovalo do vialek a
poté vlozilo do HPLC-MS/MS k analyze.

Zasobni roztok B

Navazka standardu vankomycinu hydrochloridu 1,17 mg byla rozpusténa

v objemu 1, 170 ul vody pro HPLC. Vysledny roztok mél koncentraci 1,0 mg/ml.

Priprava kalibrac¢ni rady B

Ze zasobniho roztoku byla pfipravena fada koncentraci 100, 50, 25, 10 a
5 mg/l. Nejdfiv bylo pipetou odebrano ze zasobniho roztoku 100 pyl a do
zkumavky se k tomuto mnozstvi pfidalo 900 ul negativniho séra. Takto vznikl
koncentra¢ni roztok 100 mg/l. Nasledné se z néj fedily ostatni koncentrace

z fady.

Kalibraéni Fada s methanolem a teikoplaninem

Z kalibraCnich roztokh se pomoci pipety odebralo 50 pl z kazdé
koncentrace a pfidalo do zkumavek k 20 pl roztoku teikoplaninu o koncentraci
50 pg/ml. Nasledné se provedla precipitace pfidanim 100 yl methanolu. Vzorky
byly prabézné& michany na vortexu, aby nevznikaly srazeniny. Nasledné byly
umistény do centrifugy na 10 minut a 15000 rcf. Poté se z nich mnozstvi 80 pl
pipetou odebralo do pfipravenych vialek pro analyzu.

Priprava vzorkt pro analyzu

Vychazelo se zpfipravené Kkalibratni Fady s methanolem a

teikoplaninem, ktera byla zvolena jako finalni. Krev pacientl byla
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centrifugovana a pracovalo se pouze se sérem. Odebiralo se 50 pl séra
z kazdého vzorku krve. Postup zpracovani vzorkd byl nasledné stejny jako pro

pFipravu kalibratort s methanolem a teikoplaninem.

Statistické metody

Validace metody byla provedena v softwaru MSExcel. K porovnani
analytickych metod byla pouzita Passing-Bablokova regresni analyza, Blanduv-

Altmanuv rozdilovy graf a Mountain plot.
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Vysledky

Optimalizace metody

Prvotnim cilem bylo nastaveni vhodnych podminek pro stanoveni

vankomycinu metodou HPLC-MS/MS. Potfebné parametry jako sloZzeni mobilni

faze, mod stanoveni, polarita a dalSi byly zvoleny na zakladé méreni

kalibraCnich roztok(. Pfehled nastavenych parametrd vyvinuté metody je

uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Nastaveni parametru metody HPLC-MS/MS

Priatok

0,2 ml/min

koncentrace mobilni faze C
koncentrace mobilni faze D
Mdd

Polarita

pocatecni cas

zavérecny Cas
prekurzovorvy m/z
produktovy m/z

doba setrvani

kolizni energie

rozhrani

teplota rozhrani

tok nebuliza¢niho plynu
pritok zahtivaciho plynu
tepelny blok

pratok susiciho plynu

70 %

30 %

MRM
pozitivni

0 min.

3 min.
726,4
144,2

83 min.

-15 eV

ESI

300 °C
3,00 I/min
10,00 I/min
400 °C
10,00 I/min

*mobilni faze C — voda pro HPLC, mobilni faze D — acetonitril

Déle byly hodnoceny zkouSené kalibracni fady pfipravené s rozdilnymi

precipitacnimi Cinidly. Na zakladé vysledkl kalibragnich kfivek se vybrala

pfiprava koncentracni fady s methanolem bez Upravy ultrafiltraci.
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Kalibraéni kfivka s kyselinou trichloroctovou Kalibraéni krivka s kyselinou trichloroctovou,

2000000 hydroxidem amonnym a acetonitrilem
2000000 v = 72588x + 2447909 24500000
R2=0,9934""
6000000 4000000 e
3500000
5000000
= .. 3000000 ey =39444%+ 301987
8 4000000 £ 2500000 o R?=0,9506
= 3000000 2 2000000 °
2000000 o 1500000
e 1000000
1000000 @ 500000 |.-®
o0& 0@
0 20 0 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace [mg/I] Koncentrace [mg/I]
Obr. 17: Kalibracni kiivka s kyselinou trichloroctovou Obr. 18: Kalibraéni krivka precipitace s kyselinou

trichloroctovou, hydroxidem amonnym a acetonitrilem.

Kalibraéni kfivka s methanolem Kalibraéni kfivka MeOH
25000000 20000000
y =204237x+815573 18000000 y=170918x+ 106295 °
20000000 R=0,9892 o® 16000000 R=09994 .
: 14000000 B
o 15000000
£ . 12000000
<)
2 -
2 10000000 10000000 o
e 8000000
5000000 6000000 .
e 4000000 =
0@ 2000000 e
0 20 40 60 80 100 120
0@
koncentrace [mg/I] 0 20 40 60 80 100 120

Obr. 19: Krivka kalibraéni fady s methanolem po Obr. 20: Kfivka kalibracni rfady s methanolem a

ultrafiltraci. teikoplaninem

Kalibraéni kfivka s kyselinou trichloroctovou a
hydroxidem amonnym

7000000

6000000 y=57187x+ 127686
R?=0,9964....+"

5000000
4000000

Plocha

3000000 e
2000000 o

1000000

0 20 40 60 80 100 120

Koncentrace [mg/1]

Obr. 21: Kalibraéni kiivka s kyselinou trichloroctovou a hydroxidem amonnym

63



Validace

V ramci vyvoje nové analytické metody je treba zajistit spolehlivost
vysledktu pro rutinni laboratorni vySetfeni. Tento proces se oznacuje jako
validace metody. Stanovuji se parametry jako pfesnost, spravnost, citlivost,
linearita a dalSi. Pro vyvinutou metodu HPLC-MS/MS pro stanoveni
vankomycinu byla provedena ¢aste¢na validace nasledujicich parametri pro

koncentrace 5, 10 a 50 mg/l.

Preciznost a presnost

Pfesnost ur€uje miru shody vysledki méfeni jednoho identického vzorku
opakované stejnou metodou. Pfesnost v sérii se oznacuje jako opakovatelnost

a mezi sériemi pak jako mezilehla pfesnost.

Tab. 2: Souhrn namérenych hodnot koncentraci analytu v biologickém materialu za podminek
opakovatelnosti

RM1 RM2 RM3

Cilova koncentrace (mg-l-1)

5 10 50
Opakovani Naméiend koncentrace (mg-l-1)
1 3,9 8,69 34,21
2 5,81 8,38 38,56
3 6,49 8,63 39,21
4 6,79 9,88 44,49
5 7,24 11,36 43,7
6 7 12,14 63,35
7 7,69 13,18 62,98
8 7,34 11,92 53,47
9 7,61 9,89 61,04
10 6,72 11,15 61,25
11 6,4 12,23 49,23
12 4,38
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Tab. 3: Souhrn namérenych hodnot koncentraci analytu v biologickém materialu za podminek mezilehlé

preciznosti

RM1 RM2 RM3
Cilova koncentrace (mg-l-1)
5 10 50
Opakovani Namérend koncentrace (mg-l-1)
1 3,9 8,69 49,23
2 4,38 8,66 48,93
3 5,48 12,2 49,09
4 4,87 9,48 53,01
5 3,81 6,83 34,21
6 5,83 8,73

Tab. 4: Preciznost a pfesnost metody v biologickém materialu za podminek opakovatelnosti. V tabulce je

také vypocitana celkova analyticka chyba méreni.

Cilova

koncentrace cVv BIAS
(mg-l-1) Primer™ SD (%) (%)

5 6,45 1,2057 18,70 28,95
10 10,68 1,6650 15,59 6,77
50 50,14 10,8363 21,61 0,27

#prumér méreni z celkového poctu opakovani

Tab. 5: Preciznost a pfesnost metody v biologickém materialu za podminek mezilehlé preciznosti. V
tabulce je také vypocitana celkova analyticka chyba méreni.

Cilova

koncentrace cv BIAS
(mg-l-1) Primér™  SD (%) (%)

5 4,71 0,8304 17,62 -5,77
10 9,10 1,7553 19,29 -9,02
50 46,89 7,2924 15,55 -6,21

#priamér méreni z celkového poctu opakovani
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Linearita

Linearita byla ovéfena v pracovnim rozsahu ve 2-3 opakovanich (Tab. 6,
Tab. 7 a Obr. 22).

Tab. 6: Souhrn naméfenych hodnot koncentraci pracovniho rozsahu v biologickém materialu

Diluéni If;izo(:’eantrace Naméienda koncentrace (mg-l-1)

pomer (mg-l-1) Opakovini 1  Opakovdini 2 Opakovini 3
NS 0 0 0 0

1+3 1:1 0,798 0,658 0,655 0,614
NS+K21:1 1,595 1,377 1,322 1,463
3+51:1 2,393 2,163 2,169 2,147

K2 3,19 3,071 3,014 2,977

NS- negativni sérum, K2- kontrola ClinCheck Reciepe Level |

Tab. 7: Preciznost a pfesnost metody v biologickém materialu v rozsahu linearni oblasti.

Cilova

koncentrace

(mg°l-1) Priimer * SD

0 1,44 1,1085
0,798 1,80 0,9247
1,595 2,19 0,7089
2,393 2,59 0,4726
3,19 3,02 0,0474

#priamér méreni z celkového poctu opakovani

4,00
@
5, 300 y=0,0478%0,0699
E 5 2,00 R™=02972
m £
S 100 .
:L c ’ =
£ S .
5~ 0,00 : : : ,
* 40 1 2 3 A

Cilova koncentrace

Obr. 22: Pracovni rozsah méreni (linearita) v biologickém materialu. Graf zavislosti priméru nalezenych

hodnot a cilovych koncentraci. Linearita je ovéfena pro dany koncentracni rozsah.
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Statistické porovnani metod

Cilem analyzy bylo srovnat nékolik metod pro méfeni obsahu
vankomycinu (mg/l) v séru pacientd. Pro analyzu bylo ziskano externich 20
vzorku krve a v kazdém z nich byla zjistovana hladina vankomycinu metodami:
Vancomycin FPIA Cobas FPIA na analyzatoru Cobas Integra 400+ na
pracovisti Laboratof farmakologie a toxikologie Laboratofe AGEL a.s. v Novém
Ji¢iné (LAG1) a i-Vancomycin CLIA Abbott na analyzatoru Architect na
pracovisti Oddéleni klinické biochemie Slezské nemocnice Opava p. o. (CLO),
popf. Vancomycin FPIA Cobas FPIA na analyzatoru Cobas Integra 400+ na
pracovisti Laboratof farmakologie a toxikologie Laboratofe AGEL a.s. v Novém
Ji€iné (LAG2) a Vancomycin EMIT na analyzatoru Adria Centaur na pracovisti
Oddéleni laboratorni mediciny Stfedomoravska nemocni¢ni a.s. Prostéjov
(SMN). Na dalSich 54 vzorcich pak byly zjistovany hladiny vankomycinu
metodami Vancomycin KIMS Roche na analyzatoru Cobas Integra 400+ na
pracovisti Laboratof farmakologie a toxikologie Laboratofe AGEL a.s. v Novém
jiciné (VAN3) a vyvinutou HPLC-MS/MS. Naméfené hladiny vankomycinu u
pacientl témito metodami jsou uvedeny v Tab. 8, Tab. 9 a Tab. 10. Nasledné

jsme se zaméfili na srovnani vybranych dvojic metod.

Pro popisnou statistiku byly zvoleny zakladni statistické charakteristiky
(rozpéti — tj. minimum — maximum a median doplnény o interkvartilové rozpéti
(IQR, tj. dolni kvartil — horni kvartil), coz jsou charakteristiky vhodné popisujici

rozlozeni dat v pfipadé, Ze nejde o vybér z normalniho rozdéleni), viz Tab. 11 a
Tab. 12.

Pro ovéfeni shody méfeni byla zvolena kombinace nékolika metod.
Vzhledem k zamitnuti normality u dvou ze tfi analyzovanych rozdild, byly voleny
neparametrické metody (normalita dat byla ovéfovana Shapirovym-Wilkovym
testem, pfiCemz v souhrnné tabulce Tab. 13 uvadime jeho p-hodnotu). Pro
popisnou statistiku detekovanych rozdila byly zvoleny stejné charakteristiky jako
pro popis hladin vankomycinu naméfenych jednotlivymi metodami. Toto bylo
dale doplnéno popisnou statistikou detekovanych relativnich odchylek (%)

hladin vankomycinu zjiSténych srovnavanymi metodami.
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Veskeré zaveéry na zakladé statistické indukce byly provadény na hladiné
vyznamnosti a=0,05. Vyskyt systematické odchylky byl posuzovan na zakladé
95% intervalového odhadu jejiho medianu a pfislusného Wilcoxonova testu. Pro
vizualizaci srovnani pfislusnych dvou metod méfeni byly vyuzity parové
krabicové grafy pro vysledky zjisténé srovnavanymi metodami a krabicové grafy
a histogramy pro odchylky zjisténé témito metodami. Toto bylo dale doplnéno
Blandovymi-Altmanovymi grafy pro srovnani dvou metod! a grafy zobrazujicimi
prislusnou Passingovu — Bablokovu regresi. Tato byla zvolena jako
neparametricka obdoba klasické linearni regrese vyzadujici mimo jiné normalni
rozdéleni analyzovanych dat. Vystupy Passingovy — Bablokovy regrese byly
vyuzity rovnéz pro posouzeni systematické a proporcionalni odchylky.
V pfipadé shody vysledkd srovnavanych metod bychom ocekavali, ze regresni
pfimka bude odpovidat identité, tj. funkci ¥ = x (¥ =0 + 1x). Z tohoto dlvodu
byla systematicka odchylka posuzovana rovnéz na zakladé 95 % intervalového
odhadu posunu a proporcionalni odchylka byla posuzovana na zakladé 95 %
intervalového odhadu smérnice regresni pfimky. Poslednim grafickym
vystupem, ktery byl pro srovnani odchylek riznych dvojic metod pouzit je tzv.
Mountain plot vyjadfujici zalomenou distribu€ni funkci pozorovanych odchylek
mérfeni (pro hodnoty mensi, nez median jde o distribuéni funkci, pro hodnoty
vétSi, nez median jde o doplnék distribu¢ni funkce do jednicky). V idealnim
pripadé bychom ocekavali, ze vrchol tohoto grafu bude mit x-ovou soufadnici

rovnu nule. Cim je graf uzsi, tim jsou pozorované odchylky mensi.

1 Blandtv-Altman(v graf je vzhledem k zamitnuti pfedpokladu normality pozorovanych rozdilG uvddén
pouze jako ilustrativni (pas zndzornujici 95% intervalovy odhad stfedni hodnoty a limity shody nelze
povaZovat za relevantni).
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Tab. 8: Hodnoty vankomycinu (mg/l) zjisténé

metodami LAG1 a CLO

Tab. 9: Hodnoty vankomycinu (mg/l) zjiSténé
metodami LAG2 a SMN

ID LAG1 CLO ID LAG2 SMN
1 LAG1_CLO 22,00 19,23 1 LAG2_SMN 9,33 7,90
2 LAG1_CLO 36,40 32,42 2 LAG2_SMN 34,26 26,40
3 _LAG1_CLO 24,20 21,80 3 LAG2_SMN 26,68 24,90
4 LAG1 _CLO 9,10 7,99 4 LAG2_SMN 39,38 36,90
5 LAG1_CLO 22,80 19,22 5 LAG2_SMN 15,45 13,90
6 _LAG1 CLO 30,10 24,03 6 _LAG2_SMN 32,58 26,20
7 LAG1 _CLO 10,30 8,20 7 _LAG2_SMN 40,96 34,10
8 LAG1 _CLO 16,60 14,76 8 LAG2_SMN 55,15 46,90
9 LAG1 CLO 16,20 13,99 9 LAG2_ SMN 19,36 14,40
10_LAG1_CLO 6,90 5,40 10_LAG2_SMN 53,35 41,00
11 LAG1_CLO 21,30 18,68 11 LAG2_SMN 11,78 9,66
12 LAG1_CLO 41,60 34,94 12 LAG2_SMN 23,09 16,03
13 LAG1_CLO 16,10 12,94 13 LAG2_SMN 35,43 26,10
14 LAG1_CLO 30,10 23,96 14 LAG2_SMN 16,37 13,18
15 LAG1_CLO 21,80 19,07 15 LAG2_SMN 10,14 8,23
16_LAG1_CLO 34,70 31,51 16_LAG2_SMN 17,50 9,56
17_LAG1_CLO 6,50 7,75 17_LAG2_SMN 26,87 18,19
18 LAG1_CLO 18,60 16,54 18 LAG2_SMN 33,59 15,40
19 LAG1_CLO 40,90 35,61 19 LAG2_SMN 14,68 9,22
20_LAG1_CLO 8,60 7,58 20_LAG2_SMN 24,94 16,69
Tab. 10: Hodnoty vankomycinu (mg/l) zjisténé metodami VAN3 a HPLC-MS
ID ID HPLC-
VAN3 HPLC-MS VAN3 MS
28 VAN3_HPLC-
1 VAN3_HPLC-MS 59,11 19,69 MS 14,92 7,05
29 _VAN3_HPLC-
2_VAN3_HPLC-MS 60,02 18,22 MS 13,35 13,15
30_VAN3_HPLC-
3_VAN3_HPLC-MS 11,93 10,26 MS 4,00 4,62
31 _VAN3_HPLC-
4 VAN3_HPLC-MS 24,20 19,54 MS 35,48 10,08
32_VAN3_HPLC-
5 VAN3_HPLC-MS 54,91 13,54 MS 25,91 18,30
33_VAN3_HPLC-
6_VAN3_HPLC-MS 33,73 11,05 MS 11,60 11,56
34 VAN3_HPLC-
7 VAN3_HPLC-MS 22,67 12,21 MS 5,74 3,21
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8_VAN3_HPLC-MS

9_VAN3_HPLC-MS

10_VAN3_HPLC-
MS
11_VAN3_HPLC-
MS
12_VAN3_HPLC-
MS
13_VAN3_HPLC-
MS
14_VAN3_HPLC-
MS
15_VAN3_HPLC-
MS
16_VAN3_HPLC-
MS
17_VAN3_HPLC-
MS
18_VAN3_HPLC-
MS
19 _VAN3_HPLC-
MS
20_VAN3_HPLC-
MS
21_VAN3_HPLC-
MS
22_VAN3_HPLC-
MS
23_VAN3_HPLC-
MS
24 _VAN3_HPLC-
MS
25_VAN3_HPLC-
MS
26_VAN3_HPLC-
MS
27_VAN3_HPLC-
MS

42,52

54,53

12,73

26,69

4,00

30,59

14,61

38,36

23,63

41,97

33,92

15,83

48,33

33,24

23,36

20,97

11,03

30,65

15,72

33,22

12,62

18,87

5,53

8,59

2,68

11,34

5,95

13,98

11,68

18,60

10,06

7,29

28,38

20,52

20,01

12,22

7,07

18,01

13,54

20,70

35_VAN3_HPLC-
MS
36_VAN3_HPLC-
MS
37_VAN3_HPLC-
MS
38_VAN3_HPLC-
MS
39 VAN3_HPLC-
MS
40_VAN3_HPLC-
MS
41_VAN3_HPLC-
MS
42_VAN3_HPLC-
MS
43_VAN3_HPLC-
MS
44_VAN3_HPLC-
MS
45_VAN3_HPLC-
MS
46_VAN3_HPLC-
MS
47_VAN3_HPLC-
MS
48 VAN3_HPLC-
MS
49 VAN3_HPLC-
MS
50_VAN3_HPLC-
MS
51_VAN3_HPLC-
MS
52_VAN3_HPLC-
MS
53_VAN3_HPLC-
MS
54_VAN3_HPLC-
MS

28,25

16,95

36,84

17,96

13,65

35,86

36,17

48,30

30,40

8,89

19,59

65,79

22,51

42,55

25,87

5,20

24,65

10,35

29,34

13,94

26,43

17,97

10,68

11,18

9,85

30,53

15,26

24,85

9,96

3,16

6,95

15,12

4,50

12,18

6,28

1,67

20,55

7,06

11,96

7,30
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Srovnani metod LAG1 a CLO

Souhrnné statistiky hladin vankomycinu (mg/l) zjiSténych metodami
LAG1 a CLO muzZeme vidét v Tab. 11, jejich vizualizaci (v€etné vazeb mezi
hodnotami zjisténymi na jednom vzorku krve) pak na Obr. 23 az Obr. 25.
Odchylka pfislusnych méfeni byla nasledné definovana tak, ze kladna hodnota
detekuje, ze vysledek zjiStény metodou LAG1 je vySSi nez vysledek zjistény
metodou CLO.

V Tab. 13 jsou uvedeny souhrnné statistiky pro detekované odchylky pfi
pouziti téchto metod. Lze fici, ze odchylka obou metod se pohybovala
v rozsahu -1,25 mg/l az 6,66 mg/l. V poloviné méfeni byla pozorovana odchylka
vétsi nez 2,68 mg/l. VSimnout si lze rovnéz, Ze v poloviné méfeni byla
detekovana odchylka metod 1,90 mg/l az 3,88 mg/l. Podivame-li se na
vyhodnoceni relativnich zmén (viz Tab. 13), muzeme si vS§imnout, Ze nejvyssi
pozorovany rozdil odpovidal o 28 % vySSi hladiné vankomycinu zjisténé

metodou LAG1 oproti hladiné zjisténé metodou CLO.

Lze ocCekavat, Zze v poloviné méfeni bychom pfi méfeni hladin
vankomycinu metodami LAG1 a CLO detekovali odchylku menS$i nez cca 2,68
mg/l. Dle 95 % intervalového odhadu tohoto medianu (viz Tab. 13, interval
nepokryva nulovou odchylku) Ize konstatovat, ze se mediany vysledki
zjisténych metodami LAG1 a CLO statisticky vyznamné [iSi, coz ukazuje na
systematickou odchylku danych metod. Pozorované rozdily lze velmi dobfe
vidét i na Obr. 25a, Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.26 a Obr. 27. Na Obr. 23
a Obr. 124 |ze pozorovat rovnéz proporcionalni chybu — s rostoucimi hladinami
vankomycinu roste rozdil v hodnotach detekovanych srovnavanymi metodami.
Toto naznacuje rovnéz intervalovy odhad smérnice regresni pfimky (viz Tab.

13), ktery nepokryva oCekavanou hodnotu 1.
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Srovnani metod LAG2 a SMN

Souhrnné statistiky hladin vankomycinu ziskané pfi porovnani metod
LAG2 a SMN jsou zobrazeny v Tab. 11 a znazornény na Obr. 23 az Obr. 25.

Tab. 13 zobrazuje odchylky v méfeni obou metod. Pro metody LAG2 a
SMN je odchylka 1,43 — 18,17 mg/l. V poloviné méfeni byla odchylka vétsi nez
6,62 mg/l. V poloviné méfeni byla detekovana odchylka v rozmezi 2,21 — 8,25
mg/l. Pfi pozorovani relativnich zmén v Tab. 13 je nejvysSi méreny rozdil 118%
vySSi hladiny vankomycinu metodou LAG2 v porovnani s metodou SMN. V této
tabulce |ze s pomoci 95 % intervalového odhadu medianu konstatovat, Ze jsou
porovnavané metody zatizené systematickou odchylkou. Rozdily jsou
zobrazeny na Obr. 25b, Obr. 26 a Obr. 27. Dale je zobrazena proporcionalni
chyba méfeni na Obr. 23 a Obr. 24. Stejné jako u predchozi metody

pozorujeme trend rostouciho rozdilu méfeni s narastajici koncentraci.

Srovnani metod VAN3 a HPLC-MS

Souhrnné statistika hladin vankomycinu ziskané srovnanim metod VAN3
a HPLC-MS jsou zobrazeny v Tab. 12 a na Obr. 23 az Obr. 25.

Souhrnné statistiky pro odchylky méfené témito metoda jsou uvedeny
v Tab. 13. Odchylka obou metod se pohybovala v rozmezi -1,02 az 50,67 mg/I.
V poloviné méfeni byla odchylka vétsi nez 11,21 mg/l. Detekovana odchylka
v poloviné méfeni byla v rozmezi 3,92 — 22,85 mg/l. NejvysSi rozdil byl 401%
nadhodnoceni vysledku metodou VANS3 v porovnani s metodou HPLC-MS. Dale
lze v Tab. 13 na 95 % intervalového odhadu medianu vidét, Ze se mediany
metod statisticky vyznamné [iSi a ztoho lze konstatovat, Ze jsou metody
zatizené systematickou odchylkou mérfeni. Tyto rozdily jsou dale vizualné
zobrazeny v Obr. 25c, Obr. 26 a Obr. 27. Na Obr. 23 a Obr. 24 je zachycena
proporcionalni odchylka méfeni, ktera roste spolu s narustajici koncentraci
vankomycinu. Oproti pfedchozim metodam je proporcionalni chyba méfeni

vyrazné vétsi ve vysSich koncentracich.
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Tab. 11: Souhrnné statistiky metod LAG1, CLO, LAG2 a SMN pro méfeni vankomycinu (mg/l)

LAG1 CLo LAG2 SMN
rozsah vybéru 20 20
min — max 6,50 - 41,60 5,40 - 35,61 9,33-55,15 7,90 - 46,90

median (IQR) 21,55 (11,75; 30,10) 18,88 (9,39; 24,01) 25,81 (15,68; 35,14) 16,36 (10,54; 26,35,

Tab. 12: Souhrnné statistiky metod VAN3 a HPLC-MS pro méreni vankomycinu (mg/l)

VAN3 HPLC-MS
rozsah vybéru 54
min - max 4,00 - 65,79 1,67 -30,53

median (IQR) 25,26 (14,44; 35,94) 11,82 (7,24; 18,24)

Tab. 13: Ovéfeni shody srovnavanych metod - souhrnné statistiky, odhady medianu a vysledky

Passingovy-Bablokovy regrese

LAG1 - CLO LAG2 - SMN VANS3 - HPLC-MS
rozsah vybéru 20 20 54
min - max -1,25 - 6,66 1,43 - 18,19 -1,02 - 50,67
median (IQR) 2,68 (1,90; 3,88) 6,62 (2,21;8,25) 11,21 (3,92; 22,85)
min (%) - max (%) -20-28 6-118 -16 - 401
median (%) (1QR (%)) 14 (12; 24) 27 (18; 47) 107 (45; 206)
Shapirtiv-Wilkdv test (p) 0,290 0,028 < 0,001

Ovéreni shody

median (95% 10),
parovy Wilcoxonidv test 2,68 (2,10; 3,98), 6,62 (4,38; 7,95), 11,21(9,91; 16,58),

(p) p <0,001 p <0,001 p <0,001
Passingova-Bablokova regrese

konstanta -0,17 (-1,99; 0,99) 1,42 (-1,41;5,82) -6,84(-17,92; -0,54)

smérnice 1,15 (1,09; 1,26) 1,21 (1,04;1,39) 2,96 (2,00; 4,12)
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Obr. 23: Srovnani porovnavanych metod pro méfeni vankomycinu (mg/l) (Blandiv - Altmanuv graf)
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Obr. 25: Srovnani porovnavanych metod pro méfeni vankomycinu (parové krabicové grafy)

LAG1 - CLO LAG1 - CLO
7.5+
o 5.0 1
2.5+
0.0 8
LAG2 - SMN LAG2 - SMN
7.51
g
_ I 2 5.0+
Q
O 2.5
0.0 00
VAN3 - HPLC-MS VANS - HPLC-MS
7.51
L 5.0
00- lod @
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Vankomycin (mg/l) - rozdil danych metod Vankomycin (mg/l) - rozdil danych metod

Obr. 26: Srovnani porovnavanych metod pro méfeni vankomycinu (krabicové grafy pozorovanych rozdilt
a histogramy)
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Diskuze

Cilem diplomové prace bylo porovnat mezi sebou analytické metody
stanoveni antibiotika vankomycinu v biologickém materialu. Soucasti prace bylo
také vyvinuti a validace vlastni metody pro detekci vankomycinu pomoci

kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru.

Pro vyvinuti metody HPLC-MS/MS bylo potfeba zajistit optimalni
nastaveni podminek analyzy a vytvofit vhodnou koncentracni fadu
vankomycinu, ktera by vymezovala rozsah stanoveni pro vzorky pacientu. Pfi
volbé precipitaCnich roztokd jsem vychazela zjiz pouZitych a ovéfenych
postupl stanoveni vankomycinu kapalinovou chromatografii. Lima et al., Da
Silva et al., Javorska et al. uvadi, ze pouzili k pfipravé vzorkl precipitaci pomoci
acetonitrilu. Brozmanova et al. naopak vyuZili kyselinu trichloroctovou
k precipitaci. Nicméné béhem pfipravy kalibraCnich kfivek se ukazaly tyto
pfipravy nedostateéné presné. Zhang et al. vyzkouSel ve své metodé pro
precipitaci methanol. Po vyhodnoceni koncentra¢ni fady s methanolem se
ukazala tato pfiprava kalibratori nejpfesnéjsi. Pro dalSi zlepSeni presnosti
detekce vzorkl byla vyzkouSena ultrafiltrace pomoci specialnich zkumavek
znacky Centrifree. V takto upravenych vzorcich doSlo k odstranéni neucinné
frakci vankomycinu vazané na bilkoviny a stanovovala se pouze volna ucinna
frakce. Predpoklad byl takovy, Zze tato uprava by méla poskytnout jesté
pfesnejSi méfeni. PFi porovnani s kalibraCni Ffadou s methanolem bez
precipitace se ale ukazalo, ze ultrafiltrace nedosahuje lepSich vysledkd pro
metodu. Navic imunoanalytické metody, s kterymi se metoda méla porovnavat,
stanovovaly volnou i vazanou frakci vankomycinu, coz byl dal$i davod pro volbu
pripravy bez ultrafiltrace. Kromé posledni finalni kalibraéni fady, kdy byl pouzit
standard vankomycin hydrochloridum, byla pouZivana dostupnéjsi varianta
vankomycin ylan 500 mg. Dale byl zvolen pro analyzu interni standard
teikoplanin, ktery je chemicky velmi podobny vankomycinu a také je levnéjsi
variantou oproti izotopicky znaenému standardu. Pfesné parametry nastaveni

metody jsou uvedeny v Tab. 1.

Vyvinutou metodou bylo proméfeno 54 realnych vzorkd krve pacientl

odeslanych na oddéleni farmakologie a toxikologie. Jednotlivé vzorky pacientu
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nebyly tfidény na zakladé pohlavi, véku ani zdravotniho stavu. Podminkou byla
pouze indikace léCby vankomycinem, kdy se bézné provadi monitorovani jeho
hladin v séru. V ramci odbéru krve pfed rutinni analyzou imunoanalytickou
metodou Vancomycin KIMS Roche na analyzatoru Cobas Integra 400+ (VAN3)
se nasledné ten samy vzorek analyzoval na vyvinuté metodé HPLC-MS/MS.
K porovnani byly pfidany vzorky méfené imunoanalytickymi metodami ziskané
externé zruznych zdravotnickych zafizeni z Opavy, Nového Ji¢ina a
Prostéjova. VSechny metody byly porovnany a vysledky statistické analyzy jsou

uvedeny a popsany v kapitole Vysledky.

Duvodem, pro€¢ byly vramci prace porovnavany metody stanoveni
vankomycinu, je ten, Ze dostupné analytické metody vykazuji malou navaznost
méfeni. Vzhledem ktomu, Ze terapeutické monitorovani vankomycinu u
pacientl je béznou praxi, nutnost zajistit pfesné méfeni je zasadnim krokem
v uspésné lécbé. Metoda stanoveni vankomycinu musi byt dostatecné pfesna a
spolehliva, aby zabranila moznym toxickym ucinkiim antibiotika a zaroven
ur€ila, kdy je davka nedostateCna a zvySuje riziko neuspésné lécby a rozvoj
rezistence bakterii. Idealné by mély vSechny metody stanoveni poskytovat
identické kvalitni vysledky. V praxi se ale ukazuje, Ze metody poskytuji rozdilné

vysledky.

NedostateCna harmonizace metod stanoveni mize mit fadu pficin.
Obecné je jednim z duvodl rozdilnost mezi pouzitymi analytickymi systémy.
Rada laboratofi vyuziva ke stanoveni komeréné dodavané imunoanalytické
sety, kterych je na trhu cela fada. Variabilita mezi témito imunoanalytickymi
testy je zpusobena rozdilnym typem interakce vzorku s analytickym systémem
a jeho detekce. V polské studii se zabyvali rozdily stanoveni kontrolnich vzorku
vankomycinu mezi analytickymi a zjistili, Ze nejvétSi rozdil byl meazi
chemiluminiscenéni imunanalyzou na systému Siemens Advia Centaur a FPIA
systémem Roche Integra, ktery dosahl 40 % (Kowalski et al., 2019). Vzhledem
k rozdilnosti mezi imunanalytickymi metodami néktefi autofi doporucuji pfesun
k analyze vankomycinu pomoci pokrocilych analytickych metod LC-MS
(Samardzic et al., 2016).

Pro porovnani imunoanalytickych metod Vancomycin FPIA Cobas FPIA
na analyzatoru Cobas Integra 400+ (LAG1;LAG2), i-Vancomycin CLIA Abbott
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na analyzatoru Architect (CLO) a Vancomycin EMIT na analyzatoru Adria
Centaur (SMN) byly vzorky ziskany externé z odliSnych zdravotnickych
zafizeni. VSechny porovnavané metody vramci této prace vykazovaly
systematickou konstantni odchylku i proporcionalni chybu méfeni. Vyvinuta
metoda HPLC-MS/MS byla porovnana s rutinné pouzivanou metodou VANS.
Na zakladé vysledkl je jednoznacné, ze metoda VAN3 poskytuje vyznamné
zvySené hodnoty vankomycinu oproti HPLC-MS/MS. Samoziejmé je nutné
pocitat s moznou chybou v pfipravé vzorka pro analyzu HPLC-MS/MS, ale mira
ovlivnéni vysledku by nebyla tak vyrazna. DalSim problémem metody HPLC-
MS/MS je validace, kdy fada parametri nesplfiuje podminky zavedeni metody
do praxe. Nejvétsi shody v méfeni poskytlo srovnani metody LAG1 a CLO,
které byly zatizeny nejmenSi chybovosti. Je tfeba zminit, Ze vSechny
porovnavané metody detekuji vankomycin imunoanalyticky a vyvijena metoda
jedina kombinuje kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometr. Jednim
z vysledkll porovnani je potvrzeni nedostateéné harmonizace analytickych
metod, protoze ve vSech porovnanich doSlo Kk statisticky vyznamnym

odchylkam.

Duvodem vyznamnému nadhodnoceni VAN3 pfi porovnani s HPLC-
MS/MS muze byt s velkou pravdépodobnosti pfitomnost latek interferujicich s
imunoanalyzou. Analytickou interferenci se rozumi pfitomnost latky ve vzorku,
ktera zpUsobi odchylku v méfeni od skute¢né hodnoty analytu. To mize vést
k nespravné zvolenému davkovani a ohrozit tak IéCbu pacienta. Interference
mohou byt exogenni zplsobené latkami, které se bézné nenachazi ve vzorcich
pacientl i endogenni, tykajici se latek jako je bilirubin, proteiny, imunoglobuliny
a dalSich béznych soucasti vzorkl (Brencic and Nikolac, 2019). V pfipadé
vankomycinu studie uvadi pfitomnost neznamé endogenni nebo exogenni
substance, ktera se maskuje za vankomycin pfi stanoveni enzymovou
imunoanalyzou. Ve studii byl uveden pfipad pacientky, u niz doslo ke
komplikacim |éCby vlivem nespravného stanoveni vankomycinu imunoanalyzou.
Pfi proméreni pomoci HPLC byly vysledné hodnoty snizené o polovinu a
analyza pomoci ultrafiltraniho zafizeni zjistila ve vzorcich zvySenou vazbu na
proteiny. Pfi dalSi hospitalizaci byla pacientce stanovena pomoci EIA na

systému Emit 2000 koncentrace 2,4 mg/l vankomycinu dokonce 11 mésicu od
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posledni davky. Stejny vzorek pacientky byl zméfen pomoci HPLC a vysledek
byl nedetekovatelny (Singer et al., 2020). V dalsi studii doslo k chybé a zméfili
koncentraci vankomycinu pacientovi pfed jeho podanim. NeoCekavané zjistili
koncentraci 36,1 mg/l na analyzatoru Roche Modular P. Provedli dalsi méfeni
stejného vzorku a ziskali velmi odliSné vysledky. Analyzou platformou Siemens
Advia detekovali 13 mg/l, Ortho Vitros 108 mg/l, Abbott Architect 4,8 mg/I.
Zameéfili se proto na identifikovani neznamé endogenni proteinové substance.
Pfedpokladali mozny vliv imunoglobulind tfidy G, A a M. Dale revmatoidniho
faktoru, antibiotik fosfomycinu a imipenemu, které pacient pfedtim dostaval a
celkového proteinu. Nicméné neprokazali zadny vliv téchto substanci na
metody (Tsoi et al., 2019). Podobnou studii vySe zminénych mozZnych
endogennich substanci provedli LeGatt et al., na metodé FPIA, EMIT a dvou
turbidimetrickych analyzach. Vysledkem bylo, Ze IgA ani IgG neovliviuji méfeni
témito metodami. ZvySené koncentrace byly naméfené pouze v pfitomnosti
revmatoidniho faktoru. Naopak ke snizeni o 20 % doSlo vlivem IgM u dvou
turbidimetrickych imunoanalyz. U zbylych metod ke sniZeni nedoSlo (LeGatt,
2012). Naopak v dal$i studii sorvnavali méfeni pomoci systému Abbott TDx

s HPLC a nepozorovali Zzadné odchylky v méfeni (lwamoto et al., 2005).

Podle vysledku porovnani metod stanovujicich koncentrace vankomycinu
u pacientl neni mozné doporucit pro rutinni pouzivani metodu HPLC-MS/MS.
Zjisténé rozdily vedly k hypotéze, Ze existuje jedna nebo vice neznamych
interferujich latek, které reaguji s metodami zalozenymi na imunoanalytickém
stanoveni. Je tfeba tuto latku identifikovat a vysvétlit moznosti jeji interakce
s metodami. Pozorovana interference se samoziejmé netyka vSech vzorkl a
pacientll ale je nutné informovat o ni odborny zdravotnicky personal, aby
nedoslo ke Spatnému nastaveni |éCby vankomycinem az pfipadnému ohrozZeni
zdravi pacienta. Presto, ze kapalinova chromatografie pro detekci vankomycinu
by byla levnéjsi a robustné&jsi variantou oproti imunanalyzam, vyvinutd metoda
vyzaduje jesté upravy. V budoucnu by bylo vhodné porovnat vysledky méreni
HPLC-MS metody s dalSimi variantami imunoanalyz. V rutinni praxi by se mély
prozatim pouzivat ovéfené imunoanalytické metody. U nich je ale nutné provést

harmonizaci. Mezinarodni konsorcium pro harmonizaci klinickych laboratornich
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vysledkl jiz umistilo vankomycin na listinu stanovovanych latek vyzadujicich

harmonizaci se statusem potiebny.
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Zaver

Byla vyvinuta a Caste¢né validovana metoda HPLC-MS/MS stanoveni

vankomycinu v seéru.

Touto metodou bylo proméfeno 54 realnych vzorku pacientu lIé€enych
vankomycinem. Vysledky méfeni byly porovnany s metodou fluorescencni
polarizacni imunoanalyzy. Obé metody byly statisticky porovnany a bylo
zZjisténo, Ze neposkytuji shodné vysledky. Metoda fluorescenéni polarizacni
imunoanalyzy poskytovala az o 401% vy38Si naméfené hodnoty neZz metoda
HPLC-MS/MS. Srovnani ukazalo vyznamnou systematickou odchylku a

proporcionalni chybu mezi metodami.

Byly porovnany vysledky méfené riznymi imunoanalytickymi soupravami
na 20 realnych vzorcich pacientl ziskanych z rlznych zdravotnickych zafizeni.
Vysledky méfeni nebyly pfi porovnani metod shodné a byla pozorovana

systematicka odchylka a proporcionalni chyba.

Vyvinuta metoda HPLC-MS/MS nebyla doporu¢ena v této podobé

k pouzivani v rutinni analyze vankomycinu u pacientu.

Do budoucna by bylo vhodné harmonizovat imunoanalytické metody
stanoveni vankomycinu a definovat mozné pfi€iny rozdilnosti stanoveni.
S témito znalostmi by bylo mozné upravit metodu HPLC-MS/MS tak, aby byla

vhodna pro terapeutické monitorovani vankomycinu u pacientu.
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