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KET LUAN

Vi cac muyc ti€u, ndi dung nghién ciru dé ra, sau qua trinh thyc
hién, luan 4n da thu duoc cac két qua nhu sau:

- Pi khao sat t6i wu 04 quy trinh phan tich cic nhom chat khang sinh
trong mau dugc pham bang phuong phap CE-C*D:

+ Xéac dinh dong thoi bdn khang sinh nhom Aminoglycosid
(Amikacin, Kanamycin A, Kanamycin B va Streptomycin): LOD cua
Amikacin, Kanamycin A, Kanamycin B va Streptomycin 1an luot 1a
1,0; 0,5; 0,5 va 1,0 ppm.

+ Xac dinh dong thoi hai khang sinh nhém Glycopeptid (Vancomycin
va Teicoplanin): LOD ctia Vancomycin, Teicoplanin lan lugt 1a 2,0
ppm va 2,5 ppm.

+ Xac dinh dong thoi cac khang sinh B-lactam (Amoxicillin,
Ampicillin, Cefoperazon) phbi hgp véi Sulbactam: LOD ciia
Amoxicillin, Ampicillin, Cefoperazon va Sulbactam lan luot 1a 1,0;
1,5; 1,5 va 2,0 ppm.

+ Xac dinh dong thoi bon khang sinh nhom Carbapenem (Doripenem,
Meropenem, Imipenem va Ertapenem) trong mau duoc phim: LOD
ctia Doripenem, Meropenem, Imipenem va Ertapenem lan luot 13 1,2
ppm; 0,7 ppm; 0,4 ppm va 1,9 ppm.

- ba xdy dung dugc quy trinh lam sach, lam giau Meropenem va
Imipenem trong mau huyét twong bang phuong phép chiét pha ran.
Phuong phap cho gia tri MDL ctia Meropenem va Imipenem lan luot
1a 1,5 va 0,75 pppm, d6 thu hdi trung binh cia Meropenem va
Imipenem lan lugt 12 97,6 va 98,5%; RSD <2 %.

- Pi 4p dung cic quy trinh phan tich thu dwoc dé phan tich ham lugng
khang sinh trong mot s6 mau dugc phém b?mg phuong phap CE- C*D.
D3 phan tich ham lwong Meropenem, Imipenem trong miu huyét
tuong bang phuong phap CE- C*D.

Céc két qua dat dugc cia luan an da gop phan cong bd 03 bai bao
qudc té trong danh myc ISI va 03 bai giri ddng trén cac hoi thao hodc
tap chi chuyén nganh trong nudc. Diéu nay thé hién tinh méi cua cac
két qua nghién ctru dat dugc, khong chi & trong nudc ma con & trén thé
giéi, mé ra kha ning phat trién va ing dung cta phuong phap CE —C*D
duogc rong rii va phd bién hon.
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A. GIOI THIEU LUAN AN
1. Tinh cAp thiét ciia ludn an

Dugc phdm va chét lwong duoc phim, trong d6 c6 khang sinh,
dong vai trd quan trong, anh hudng tryc tiép dén qua trinh diéu tri va
sinh mang ctia nguoi bénh. bé qua trinh diéu tri dugc hiéu qua, chét
luong khang sinh va su dung nap thudc 1a hai yéu t6 quan trong. Trong
thoi gian vira qua, nhidu vy san xuét, budn ban, tang trit va luu hanh trai
phép dugc pham gia, dugc pham hét han sir dung,... dd dugc phat hién
va xt ly. Trong do, mot s6 loai thudc hét han sur dung da duoc lam gia
nhin méc va han sir dung dé tiép tuc luu hanh trén thi truong, gy anh
huéng rat 16n dén chit luong diéu tri, quyén loi va niém tin ciia ngudi
tiéu dung.

Trong qua trinh sir dung thudc, ngoai chat luong thude, hidu qua
didu tri con tuy thudc vao sy dung nap thudc va anh hudéng tuong hd
giita cac tridu chimg bénh khac nhau (cac thong sé duoc dong hoc) cua
ting bénh nhan. Pic biét trong diéu tri tich cuc, dién bién nang va su
ton tai dong thoi cia nhiéu bénh 1y co thé dan dén viéc ham lugng
khang sinh trong mau nguoi bénh khong dap tmg duogc lidu dung can
thiét duge bac si ké don va lam giam hiéu qua diéu tri. Do d6, mot trong
cac xu hudng méi nhét trong diéu tri 1am sang, dac biét trong didu tri
hoi sirc tich cuc 14 giam sat nong d6 thude trong diéu tri (Therapeutic
Drug Monitoring-TDM) dé dam bao hiéu qua diéu tri cao nhit, giam
thiéu nguy co ddc tinh trén than cua bénh nhén va phong tranh khang
khang sinh [1, 7, 9]. Viéc phat trién cac phuong phap dinh luong khang
sinh nhanh, tin cdy dé ung dung trong phén tich duoc pham va lam sang
vi vay 1a mét nhu cAu rat thiét thuc.

Cho dén nay, phuong phap sic ki 1ong hiéu nang cao (HPLC) st
dung cac detector khac nhau, chu yéu 1a detector UV-Vis, van la lya
chon déu tay dé dinh luong khang sinh trong dugc pham va huyét trong
[8, 21, 22, 46, 108, 132]. Ngoai HPLC, phuong phap vi sinh cling dugc
quy dinh trong Dugc dién dé xic dinh mot sb khang sinh nhu
streptomycin, neomycin, tobramycin,... Tuy nhién, phuong phap vi
sinh ¢6 nhuge diém 1a khong xac dinh dugc dong thoi cac khang sinh
va thoi gian phan tich rat lau, trong khi thiét bi HPLC sin ¢ dé trién
khai duge viéc phan tich ngay tai khoa 1am sang hién van chua phd bién
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do chi phi cao danh cho thiét bi. Vi vay, viéc xdy dung mot phuong
phap dinh lugng nhanh, dong thoi, don gian, chi phi thap dé bo tro cho
phuong phép vi sinh va HPLC va c6 thé trién khai phan tich ngay tai
khoa 1am sang c6 y nghia thyc tién rat 16n.

Vé6i dé tai: “Nghién civu phdt trién va trmg dung phwong phdp
dién di mao qudn detector @ din khéng tiép xvic (CE - C'D) dé dinh
lwong mét s6 nhém khdng sinh”, myc tiéu cia luan 4n 13 nghién ctu
phat trién g dung phuong phap dién di mao quéan sir dung detector do
dan khong tiép xuc theo kiéu két ndi ty dién (CE - C*D) nham xac dinh
mdt s6 nhom khang sinh hién dang dwoc ding phd bién nhat & Viét Nam
trong mau dugc phdm va mau huyét tvong (véi nhom khang sinh lya
chon phu hop) bao gdm:

- Nhém Aminoglycosid, duge sit dung phd bién nhung lai c6 mot sd
doc tinh nén can duoc kiém soat: Amikacin, Kanamycin A,
Kanamycin B va Streptomycin.

- Nhém Glycopeptid, thuong dugc ding véi cac truong hop nhiém
khuén ning, khong dap tmg voi cac khang sinh khac: Vancomycin
va Teicoplanin.

- Nhom Beta-lactam:

+ Thé hé cii va dung phdi hop vé6i Sulbactam: Amoxcillin,

Ampicillin, Cefoperazon

+ Thé hé méi (Carbapenem), dung phd bién trong diéu tri nhiém
khuan ning: Doripenem, Meropenem, Imipenem va Ertapenem.
2. N¢i dung ciia ludn an

Vi cac muyc tiéu trén, ndi dung nghién ctru cta ludn an bao gf“)m:

- Nghién ciru khao sat phuong phap CE- C*D nham xac dinh mot sd
nhom khéang sinh: tim cac diéu kién thich hop dé xac dinh dong thoi
bén khang sinh nhém Aminoglycosid, hai khang sinh nhom
Glycopeptid (Vancomycin va Teicoplanin); ba khang sinh nhom B-
Lactam phdi hop voi Sulbactam va bdn khang sinh nhém
Carbapenem.

- Nghién ctru khéo sat cac diéu kién xir Iy mau phu hop twong g voi
dbi tuong miu dugc phidm va mau huyét twong nham xac dinh cac
nhom khang sinh tuong (mg bang phuwong phap CE- C*D.

- Nghién ciru thim dinh cc quy trinh phan tich cdc nhom khang sinh
trong mau duoc phﬁm va/hoac huyét tuong béng phuong phap CE-
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Meropenem va Imipenem qua ba 1an thyuc hién lip cho gia tri déu l6n
hon 97,6% va RSD nho hon 5% (n = 6), dép ing yéu cau cia AOAC.
3.4.4.5. Phan tich Meropenem va Imipenem trong mau huyét twong
3.4.4.5.1. Két qua phan tich bang phiwong phdp CE-C'D
Két qua phan tich ham luong Meropenem va Imipenem trong 21

mau huyét tuong lay tir 7 bénh nhan dang diéu tri hdi sirc tich cuc (bénh
nhan didu tri bang Meropenem 1000 mg/lan, bénh nhan 4 Ia
Meropenem 500 mg/lan, bénh nhan 5-7 1a Imipenem 500 mg/lan) tai
Bénh vién Bach Mai duoc thé hién trong bang 3.39.

Badng 3.39. Két qua phan tich ham lwong Meropenem va Imipenem

trong mau huyét tirong ciia bénh nhén

Thoi g;fnmtfzﬁé‘rza(ziso‘;u khi t=0 t=2 t=5
Bénh nhén 1 70,4 34,1 13,9
Bénh nhéan 2 66,8 39,4 11,1
Bénh nhéan 3 78,4 37,0 12,1
Bénh nhan 4 5,4 - -
Bénh nhan 5 18,1 9,4 -
Bénh nhén 6 20,3 12,4 -
Bénh nhan 7 17,4 6,2 -

“-7: Nho hon gioi han phat hién (MDL: 0,75 ppm véi Imipenem, 1,50 ppm
voi Meropenem)
Nhu vy, tir két qua phan tich nhan thdy ham luong khang sinh
giam déan theo thoi gian va sau 5 gio tiém truyén chi con lai luong vét.
Pay s& 1a mot can ctr quan trong dé béc si diéu chinh lidu lugng st dung
khang sinh cho bénh nhan hop 1y hon.
3.4.4.5.2. Két qua phan tich doi chitng Meropenem va Imipenem trong
huyét twong bang phirong phdp HPLC
Viéc phan tich dbi ching dugc thyuc hién voi 6 mau huyét twong
ctia hai bénh nhan bang phuong phap HPLC-PDA [8] thuc hién tai Bo
mon Hoa phén tich va doc chét, Truong Pai hoc Dugc Ha Noi. Két qua
cho thiy, su sai khéc giita hai phuong phap trong khoang -9,7 =~ +5,5 %,
cho thiy két qua phan tich bang phuong phap CE- C*D phu hop véi
phuong phap d6i chimg HPLC.
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ml MeOH 100%, 1 ml MeOH/H,O (7/3), 1 ml MeOH/H,O (1/1), 2 ml
MeOH 100%) da lya chon dugc dung mdi rura gidi thich hop 1a 2 ml
MeOH.

Dua trén cac két qua nghién ciru thu dugc, diéu kién thich hop
cho qué trinh chiét pha rin Meropenem va Imipenem trong mau huyét
twong st dung cot Cis 3ml duge tdng hop trong so dd sau:

Cot Ci5 > Hoat hoa 1 ml CH;OH+ 3 ml H,O > Nap miu 1 ml huyét
tuong > Rira tap Iml H>O - Thdi khé cot, rira giai bang 2 ml MeOH
100% => Thoi kho bang dong khi nito ¢ 45° C - Hoa tan cin bang 100
ul MeOH
3.4.4.4. Danh gida phwong phdap phdn tich
3.4.44.1. Xdy dung dirong chudn
Puong chudn xdc dinh Meropenem va Imlpenem trong khoang nong do
5,0- 80,0 ppm duwoc xdy dbmg trén nén mau huyét twong trdng va xir Iy
qua cot SPE. Két quad dwoc thé hién trong Bang 3.35.
Badng 3.35. Phuong trinh dwong chudn ciia Meropenem va Imipenem
trén nén huyét tirong

Tén chit Phuwong trinh dwong chuén R P

Meropenem | y = (-4,0125+0,25170)+( 1,8842+0,52355)x | 0,9992 | <0,001

Imipenem | y=(-0,4821%0,11470)+( 1,0396+0,12355)x | 0,9972 | <0,001

Két qua thu dugc cho thdy, cac hé sb twong quan biéu dién su
phu thudc cta dién tich pic vao ndng do chéit phan tich 1a kha t6t (R >
0,997), ddng thoi cac gia tri P < 0,05 (d6i vi ca 2 chét phan tich) ching
t6 X va y ¢6 quan hé tuyén tinh. Tinh theo thong ké gia tri Pyane ctia
Meropenem va Imipenem lan luot 13 0,067 va 0,737 déu 16n hon 0,05
nén phép phan tich khong méc sai s6 hé thng.
3.4.4.4.2. Danh gia phuwong phap phdn tich

Gi6i1 han phat hién cua phuong phap (MDL) xéac dinh dugc voi
Meropenem va Imipenem lan luot 1a 1,5 va 0,75 pppm. Gidi han dinh
luong (MQL) ctia Meropenem va Imipenem tuong ung 1a 5,0 va 2,5
ppm.

Do d6 lap lai va do dung cia phuong phap duoc thuc hién ¢ ba
murc thém chuin Meropenem va Imipenem 1a 10, 20, 30 ppm vao 1ml
miu huyét twong tring. Két qua cho thdy, hiéu sudt thu hdi cua
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C*D: xay dung dudng chuan, xac dinh gi6i han phat hién, giéi han
dinh lugng, danh gia d6 chum (thong qua d6 lap) va d6 dang (thong
qua d6 thu hoi).

Ap dung céc quy trinh phat trién dugc nham phan tich ham lugng
cac khang sinh trong mau dugc phém thu thap dugc trén thi truong
va mot sb mau huyét tuong duoc cung cip boi Trung tim chéng doc
— Bénh vién Bach Mai.

Dénh gia do tin cdy cua phuong phap CE- C*D trong viéc phan tich
khang sinh, so sanh, d6i chimg két qua phén tich mot s mau thyc té
véi két qua phan tich bang cac phuong phap phén tich tiéu chuan
theo Dugc dién nhu: vi sinh, sic ky long hi€¢u nang cao (HPLC).

. Nhirng dong gop méi cia ludn an

vé mdt khoa hoc
- Lan dau tién da phat trién thanh cong phuong phap CE - C*D nham
xac dinh cac nhom khéang sinh trong mau dugc phim theo 04 quy
trinh phan tich bao gdm: phan tich dong thdi bon khang sinh nhom
Aminoglycosid (Amikacin, Kanamycin A, Kanamycin B va
Streptomycin), phan tich déng thoi hai khang sinh nhom Glycopeptid
(Vancomycin va Teicoplanin); phén tich dong thoi 03 khang sinh
Amoxcillin, Ampicillin, Cefoperazon két hop v6i Sulbactam va phan
tich dong thoi 4 khang sinh nhém Carbapenem (Doripenem,
Meropenem, Imipenem va Ertapenem).
- Lan dAu tién dd xdy dung dwoc quy trinh phan tich khang sinh
nhoém Carbapenem trong huyét twong ngudi sir dung k¥ thuat chiét
pha rin (SPE) sau d6 phan tich trén thiét bi dién di mao quan két hop
detector @6 dan khéng tiép xuc (CE - C*D).
Vé mt thuc tién
- Phuong phap CE - C*D v6i céc uu diém vé hé thiét bi gon nhe,
gia thanh thip rat phu hop véi hoan canh, didu kién kinh té, xi
hoi & Viét Nam. Cac quy trinh phan tich xay dung trong luén an
don gian, dé& thuc hién, c6 do chinh xé4c cao, phu hop dé ap dung
phén tich cac khang sinh trong mau duoc pham va huyét tuong;
¢6 tiém ning ap dung trong kiém soat chit lugng dugc pham va
giam sat nong d6 thude trong diéu tri (TDM); ¢6 ¥ nghia thyc tién
16m ddi voi viée nang cao hiéu qua diéu tri véi trng bénh nhan,
nhét 1a véi cdc bénh nhan héi ste tich cye.
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- Két qua dinh luong hai khang sinh nhém Carbapenem (Imipenem
va Meropenem) trong 21 miu huyét twong cia 7 bénh nhan dang
diéu tri hdi stc tai Trung tam chéng doc - Bénh vién Bach Mai
cho thdy xu hudng bién ddi cia ham lugng khang sinh trong mau
theo thoi gian tiém truyén va mic do hdp thu khang sinh khac
nhau cua cdc bénh nhan khi duoc didu tri voi cung mot lidu tiém
truyén. Pay sé 1a cin clr quan trong dé cic bac si diéu chinh liéu
lugng khang sinh phu hgp véi tung bénh nhén, tang cudng hiéu
qua diéu tri.

4. B cuc ciia ludn an

Luan 4n gdm 165 trang v&i 49 hinh va dién di dd; 40 bang sé liéu
va 132 tai liéu tham khao. Luan 4n dugc cu tao gém: 16 trang danh
muc cac bang biéu, hinh v&, sic dd, dd thi va muc luc, 4 trang mo dau,
38 trang tong quan tai liéu, 12 trang ndi dung va phuong phap nghién
clru, 63 trang két qua nghién ctru va thao luan, 2 trang két luan. Ngoai
ra, ludn an con c6 1 trang danh myc cong trinh cta tac gia co lién quan
dén luan an, 10 trang tai liéu tham khao va 35 trang phu luc.

B. NOI DUNG LUAN AN

CHUONG 1. TONG QUAN

Chuong nay dé cap dén cac ndi dung nhu sau:

Téng quan vé khang sinh, dic biét la cac khang sinh lya chon
nghién cuu trong ludn an: nhém Aminoglycosid, nhom Glycopeptid,
nhém p-lactam. Vén dé khang khang sinh trén thé gidi va Viét Nam
cling dugc dé cap.

Téng quan vé cac phuong phap xéc dinh khang sinh trong miu
dugc pham va mau sinh hoc: phuong phap quang phd héap thu phan tir,
dién hoa, sic ky, dién di mao quan.

Phuong phép dién di mao quan dugc gi6i thiéu cu thé véi cac
nguyén tic cdu tao, co sé 1y thuyét, dong dién di tham thiu va sy di
chuyén cua ion chit phan tich trong mao quén, cac detector thong dung,
gidi thiu vé detector d6 dan khong tiép xtc (C*D).

Tir bang 3.33 cho thdy, két qua phan tich bang phwong phap CE-
C*D cho ham lugng cac hoat chat khang sinh Carbapenem trong céc
mau dugce pham sai khac so véi nhan cong bd trong khoang tir -3,81%
dén +13,31%.
3.4.3.2. Két qua phdn tich déi chimg Meropenem, Imipenem va
Ertapenem trong mau dwoc pham bang phieong phiap HPLC

Két qua phan tich ddi ching 12 mau dugc phiam bing phuong
phap HPLC-PDA theo Duoc dién [7] tai Vién Kiém Nghiém thudc
Trung wong cho thay, sai khac vé két qua ham luong glua phuong phép
CE-C*D va HPLC déu nho hon 10%. Hé sb twong quan vé két qua phan
tich gitra hai phuong phap dat duoc 1a kha cao (R>= 0,9721). Piéu nay
chung to phuong phap CE- C*D cho két qua phu hop véi phuong phap
d6i chung, dic biét phu hop véi muc tiéu phan tich chat lvong nguyén
lidu, ban thanh pham va sang loc, gop phin dam bao chit lugng clia san
phim va bao vé quyén loi ngudi tiéu ding.
3.4.4. Xdy dung quy trinh chiét pha rdn Meropenem va Imipenem
trong mdu huyét twong nham xdc dinh bang phwong phdp CE- C'D

Ki thuét chiét pha ran (SPE) duoc lua chon dé 1am sach, 1am giau
nham xac dinh Meropenem va Imipenem trong mau huyét tuong. Cac
yéu t6 anh hudng quyét dinh dén hiéu suat chiét va hiéu qua lam sach
nhu dung dich chiét, dung moi rira giai, dung moi rira tap,... s€ dugc
khio sit dé lya chon didu kién thich hop véi chit dai dién 1a
Meropenem.
3.4.4.1. Khdo sdt bucc két tia protein

Bén cach thic két tia protein bang Acetonitril, MeOH, TCA
hodc khong sir dung budc nidy ma nap mau tryc tiép Ién cOt da duoc
khao sat. Két qua da lwa chon duoc quy trinh v6i mau huyét tuong s&
duogc nap truc tiép 1én cot Ci cho cac nghién ctu tiép theo.
3.4.4.2. Khdo sdt dung méi riva tap chat

Ba dung moi rtra tap 1a g 1 ml, 2 ml va 3 ml H,O da dugc khao
sat. Két qua di lya chon rira tap chat bang 1ml H,O cho khao sat tiép
theo.
3.4.4.3. Khao sat dung moi rica gidi

Két qua khao sat 5 dung moi rira giai (gom: 1 ml ACN 100%, 1
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Doripenem, Meropenem, Imipenem va Ertapenem tuong ung 1a 3.5
ppm; 2,4 ppm; 1,2 ppm va 6,3 ppm.
3.4.2.3. Banh gid d¢ lap lai va dg thu hoi ciia phiong phdp

Tir cac két qua thu duoc cho thiy, do 1éch chuén tuong ddi cua
céc chit phan tich (RSD) < 3%, d¢ thu hdi clia cdc chit phan tich trong
khoang 94,1+ 102,4%. Nhu vay, phuong phap cé dd chum va do dung
dap ung yéu cau ciia AOAC.
3.4.3. Phdan tich dﬁ‘ng thoi Doripenem, Meropenem, Imipenem va
Ertapenem trong méu dwoc phim

3.4.3.1. Két qua phan tich Meropenem, Imipenem va Ertapenem trong
mau dwoc pham bang phwong phdap CE- C'D
Két qua phan tich ham lugng bdn khang sinh nhém Carbapenem
trong cac mau thudc dugc thu mua tai cac hiéu thudc trén dia ban Ha
Noi thé hién trong bang 3.33.
Bdng 3.33. Két qua phan tich ham lwong Meropenem, Imipenem vd
Ertapenem trong mau dwgc phdam bang phieong phap CE- C'D

STT o a Chét phan | Ham lugng (mg/g) | Sai khac
Tén mau i ~
tich CE-CD | Nhan (%)

1 Meronem Meropenem 887 1000 -11,30
2 Meronem Meropenem 489 500 -2,24
3 Meropenem Kabi 1 | Meropenem 498 500 -0,40
4 Meropenem Kabi 2 | Meropenem 914 1000 -8,62
5 Medozopen Meropenem 937 1000 -6,33
6 Tienam Imipenem 515 500 +3,00
7 Tiepanem Meropenem 980 1000 -2,03
8 Lastinem Imipenem 519 500 +3,81
9 Cepemid Imipenem 469 500 -6,2
10 | Cepemid Imipenem 735 750 -2,05
11 | Mixipem Imipenem 478 500 -4,44
12 | Ivanz Ertapenem 867 1000 -13,31
13 | Pizulen Meropenem 486 500 -2,82
14 | Nimidine Imipenem 495 500 -1,04
15 | Merugold Meropenem 975 1000 -2,50
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CHUONG 2. THUC NGHIEM VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
* Phwong phap nghién ctru
- Phuong phap phan tich: phuong phap dién di mao quéan st dung
detector d6 dan khong tiép xuc (CE-C‘D)
- Phuong phap so sanh, d6i ching: phuong phép vi sinh, sic ky
long sir dung detector quang hoc hodc khdi phd hai lan (HPLC-PDA,
LC-MS/MS).

CHUONG 3.KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Xac dinh dong thoi Amikacin, Streptomycin, Kanamycin A,
Kanamycin B biang phwong phap CE-C*‘D

Nhém khang sinh Amikacin, Streptomycin, Kanamycin A,
Kanamycin B hau nhu khong hip thy birc xa ving UV-Vis nén viéc
phan tich bang phuong phap HPLC sir dung detector UV-Vis gip nhiéu
khé khin. Do d6, day 1a mot loi thé khi sir dung phuong phap CE-C*D
dé xac dinh nhém khang sinh nay. Trong cong thirc phan tir ciia cac
khang sinh nay chira nhiéu nhém NH, véi cic gi tri pKa > 6,5 nén tai
khoang pH tir 3,0- 5,0 cac khang sinh nay ton tai dudi dang cation di
chuyén cing chiéu véi dong EOF va thuan loi dé tach bang CE- C*D
theo phuong phap phan cyc binh thuong (tuc 1a ap thé duong vao mao
quan ¢ dau bom mau). Pé tim dugc diu kién thich hop cho qua
trinh tach dién di, cac yéu t6 anh huong quan trong dén hiéu qua
tach nhu: dung dich dém dién di, pH, thé tach,... s& dugc khao sat
va bién luan.
3.1.1. Khdo sdt cdc diéu kién thich hop
3.1.1.1. Khao sat dung dich dém dién di

Céc hé dém dién di phan tich ddng thoi Amikacin, Streptomycin,
Kanamycin A, Kanamycin B cin ¢6 pH xung quanh khoang 3,0- 5,0
nhidm dam bao cac chat phan li hoan toan & dang cation. Két qua khao sat
véi cac hé dém Arg/Ace, His/Ace va Tris/Ace cho dién di dd ¢o duong
nén nhidu va cac chat bi trang pic. Dung dich dién ly con lai thudng duoc
str dung trong phuong phap CE- C*D 14 acid acetic dugc thay d6i ndng do
(20, 50, 100, 200, 300, 500 mM) nhim khao sat tim gia tri pH phu hop
voi diéu kién thyc nghiém. Két qua duoc thé hién trong hinh 3.1.

Két qua cho thdy, v6i dung dich acid Acetic 200 mM thi tin hiéu
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pic thu dugc tdt nhét va can déi, duong nén 6n dinh. Do do, dung dich
dién ly Ace 200 mM dugc lua chon cho cac khao sat tiép theo.

Strep
Ami
T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Thoi gian di chuyeén(s)

Hinh 3.1. Pién di dé khao sat anh hwong cua cac logi dung dich dién ly
dén su phan tach Amikacin, Streptomycin, Kanamycin A va Kanamycin
B nong dé 50 ppm. (1): His/Ace pH = 3,0; (2): Tris/Ace pH =3,0; (3):
Arg/Ace pH =3,0; (4): Ace 200mM. Piéu kién CE: Bom mau kiéu xi
phéng 20 cm, 30 s; Thé tach: +20 kV, mao qudn c¢é dwong kinh trong
(ID) la 50um, tong chiéu dai (L) 45 cm (chiéu dai hiéu dung (1) 30 cm)
3.1.1.2. Khdo sdt anh hwéng cia thé tach
Viéc khao sat thé tach dong thoi Amikacin, Streptomycin,
Kanamycin A, Kanamycin B dugc thyc hién ¢ +15 kV, +18 kV, +20kV
va +25 kV. Két qua da lya chon duoc thé tach +20 kV phu hop cho
phép phan tich.
3.1.1.3. Khdo sdt anh huéng ciia chiéu cao bom mdu va thoi gian bom
mau
Phuong phap bom mau thiy dong luc hoc kiéu xi phong duoc lya
chon trong nghién ctru nay. Do d6, hai thong s anh huéng nhét 13 chiéu
cao va thoi gian bom mau duoc khao sat dé dam bao thu dugc tin hiéu
16n nhat ma chan pic khong bi din rong. Cac chiéu cao va thoi gian
bom mau duge lua chon khao sat 1a 15 cm, 20 cm, 25 cm va 25 s, 30 s,
35 s. Két qua khao st cho thiy, chidu cao bom miu 20 cm va thoi gian
30s 1a diéu kién thich hop cho nghién ciru nay.
Tir cac két qua khao sat thu dugc, cac diéu kién thich hop nham
xac dinh dong thoi Amikacin, Streptomycin, Kanamycin A va
Kanamycin B bang phuong phap CE- C*D duoc tom tit ¢ bang 3.4.
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Bdng 3.29. Diéu kién thich hop xdc dinh dong thoi Doripenem,
Meropenem, Imipenem va Ertapenem bang phwong phdp CE- C'D

Cac yéu to Diéu kién

Detector C‘D

Mao quan silica, tong chiéu dai 60 cm, chiéu dai

Mao quan hiéu dung 50 cm, dudng kinh trong 50 um

Thuy dong luc hoc kiéu xi phong, chiéu cao 20

Phurong phap bom mau om trong 20 s

Dung dich dém dién di Tris/Ace 10 mM, pH= 8,0

Thé tach +20 kV

3.4.2. Danh gia phwong phdp phan tich

3.4.2.1. Xdy dung dwong chudn
Puong chuin bén khang sinh nhom Carbapenem duoc xay dung
trong khoang 1,5 - 250,0 ppm. Két qua thé hién trong bang 3.30.
Bdng 3.30. Phuong trinh dwong chudn ciia Doripenem, Meropenem,
Imipenem va Ertapenem

Tén chét Phwong trinh dwdng chuin R P

Doripenem | y= (-0,00994:0,00798)+( 0,00634+0,00006)x | 0,99970 | < 0,001

Meropenem y =(0,00001+0,00180)+( 0,00174+0,00002)x | 0,99975 | <0,001

Imipenem y=(0,00582+0,00107)+( 0,00368+0,00002)x | 0,99995 | < 0,001

Ertapenem y=(-0,00286+0,001510,00169+0,00002)x 0,99960 | <0,001

Két qua thu duoc ¢ bang 3.30 cho thdy, cac hé sb twong quan
biéu dién su phu thude cua dién tich pic vao néng do chat phén tich 1a
kha tt (R > 0,9996), dong thoi cac gia tri P < 0,05 (d6i voi ca 4 chét
phan tich) chimg t6 x va y ¢6 quan hé tuyén tinh. Tinh theo thong ké gia
tri Pyane ctia Doripenem, Meropenem, Imipenem va Ertapenem lan luot
1a 0,260; 0,994; 0,072 va 0,107 déu 16n hon 0,05 nén phép phan tich
khong mic sai s6 hé thong.
3.4.2.2. Gi6i han phat hién va gici han dinh luong

Gia tri giéi han phat hién cua phuong phap CE- C*D xac dinh
dugc dbi voi Doripenem, Meropenem, Imipenem va Ertapenem tuong
ung 1a 1,2 ppm; 0,7 ppm; 0,4 ppm va 1,9 ppm. Gidi han dinh luong ctia
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Hinh 3.32. So sanh kha nang phdn tich Doripenem, Meropenem,
Imipenem va Ertapenem ciia cdc dém dién di ¢ pH = 8,0. Diéu kién CE:
Bom mau kiéu xi phéng 10 em, 10 s; mao quan ID = 50um, I/L = 50/60

cm; Thé tach: +20 kV

Két qua cho thiy tai pH = 8,0, hé dém Arg/Ace cho dudng nén 6n
dinh nhat nhung tin hiéu chat phan tich nho hon so v&i hé dém
Tris/Ace. Do do, hé d&m Tris/Ace pH = 8,0 dugc lya chon cho cac khao
sat tiép theo.

Viéc khao sat anh hudng cta nf”)ng d6 dung dich dém duogc thuc
hién véi khoang néng dd Tris tir 5- 50 mM. Két qua da lya chon dugc
nong d6 dém 10mM la phu hop nhit.
3.4.1.2. Khdo sdt anh hwéng cia thé tach

Cac thé tach dugc lya chon khao sat 1a: +15, +20 va +25 kV. Thé
tach +20kV chot hiéu qua tach tot nhat, thoi gian phan tich pht hop nén
duoc chon dé thuc hién cac khao sat tiép theo.
3.4.1.3. Khdo sdt anh huéng cia thoi gian va chiéu cao bom mau

Thoi gian bom mau duoc khao sat & 10, 20 va 30 s; chiéu cao
bom miu duoc khao sat ¢ 5, 10, 15 va 20 cm. Két qua khao sat da lya
chon duoc thoi gian bom mau 20 s va chiéu cao bom mau 20 cm la
phu hop nhét trong nghién ctru nay.

Tu cac két qua khao sat thu dugc, diéu kién thich hop cho
phan tich hdn hgp Doripenem, Meropenem, Imipenem va Ertapenem
bang phwong phap CE- C*D dugc tong hop trong bang 3.29.
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Bdng 3.4. Piéu kién thich hop xdc dinh dong thoi bon khdng sinh nhém
Aminoglycosid bang phwong phdp CE- C'D

Cac yéu to Diéu kién

Detector Cc‘D

Mao quén silica, tong chiéu dai 45 cm, chiéu dai hidu

Mao quan dung 1a 30 cm, duong kinh trong 1a 50 pm

Phuong phap bom mau Thily dong luc hoc kiéu xi phéng: 20 cm trong 30 s

Dung dich dién ly Acetic 200mM

Thé tach +20 kV

3.1.1.4. Khdo sdt anh huong cuia cac cation K™ va Na*

Su c6 mit cua hai cation 1a K* va Na* trong chit chuin ciing nhu
& mau thyc ciing anh hudng dén két qua ciia qua trinh phan tich hdn
hop 4 khang sinh. Két qua cho thy, ion K* anh huong dén Kanamycin
B khi ndng d6 16n hon 150 ppm, Na* anh huong dén Amikacin khi
ndng d6 16n hon 30 ppm. Do do, trong trudng hop cac mau phén tich co
ham luong cac chit anh huong 16n thi can pha lodng dé dam bao qua
trinh phan tich chinh xac. Tuy nhién, khao sat thuc t& d6i voi cac nén
mau lya chon cho thiy chi c6 Na* c¢6 anh hudng dén chat phan tich
trong mot s6 mau dugc phim co chira thanh phan chinh 1a Amikacin
nhu Chemacin va Itamekacin, con K* c6 nong d6 nho hon ngudng anh
huong.
3.1.2. Xdy dung dwong chudn cdc chit phén tich va danh gid phwong
phap
3.1.2.1. Xdy dung dwong chudn

Puong chudn xac dinh bbn chit khang sinh Aminoglycosid duoc
xdy dung trong khoang 5- 50 ppm. Cac két qua duoc trinh bay trong
bang 3.5.

Bdng 3.5. Phuong trinh dwong chudn ciia Amikacin, Streptomycin,
Kanamycin A va Kanamycin B

Tén chit Phuwong trinh duwong chuén R P

Amikacin y = (0,13880+0,93430)+(1,79682+0,03079)x | 0,99940 | < 0,001
Kanamycin A | y = (-0,72270+0,98810)+(2,13901+0,03256)x | 0,99955 | < 0,001
Kanamycin B | y = (1,55230+0,71470)+(2,04475+0,02355)x | 0,99975 | <0,001
Streptomycin | y = (-0,61200+1,10200)+(2,31904+0,03631)x | 0,99950 | < 0,001
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Vi cac két qua trén cho thay, hé sé trong quan biéu dién sy phu
thudc ciia dién tich pic vao ndng do chat phan tich 1a trong dbi tét (R >
0,9994), ddng thoi cac gia tri P < 0,05 d6i voi ca 4 chit phén tich,
ching t6 x va y ¢6 quan hé tuyén tinh. Tinh theo thng ké, cac gia tri
Pyane cia Amikacin, Streptomycin, Kanamycin A va Kanamycin B lan
luot 13 0,889; 0,608; 0,505 va 0,096, déu 16n hon 0,05 nén phuong phap
khong méc sai s6 hé thong.
3.1.2.2. Gioi han phat hién va gioi han dinh luong

Két qua xac dinh gidi han phat hién (LOD) ciia Kanamycin B,
Kanamycin A, Amikacin va Streptomycin lan lwot1a 0,5; 0,5; 1,0 va 1,0
ppm. Gidi han dinh lugng (LOQ) cua Kanamycin B, Kanamycin A,
Amikacin va Streptomycin lan luot 13 1,67; 1,67; 3,33 va 3,33 ppm.
3.1.2.3. Banh gid d¢ lap lai va d thu héi ciia phiong phdp

Céac két qua cho thdy, do léch chuan twong ddi (RSD) cia
Amikacin, Streptomycin, Kanamycin A va Kanamycin B dat dugc tu
0,7 + 1,1 %, do thu hdi cua cac khang sinh tir 79,7 + 85,7 %, dap tng
dugc cac yéu cau theo AOAC [25].

3.1.3. Phén tich dong thoi Amikacin, Streptomycin va Kanamycin
trong méu dwoc phim

3.1.3.1. Két qua phdn tich Amikacin, Streptomycin va Kanamycin A
trong dirgc pham bang phwong phdp CE- C'D

Tién hanh phan tich tim mau dugc pham duoc mua ngiu nhién
tai cac hiéu thudc trén dia ban Ha Noi. Két qua dugc thé hién trong
bang 3.8.

Bdng 3.8. Két quad phan tich ham leong 4 khang sinh Aminoglycosid

trong mét s6 mau dwoc pham bang phwong phdap CE- C'D

. . Ham lwgng Sai khac (%)
Khang sinh ~
CE-C‘D Nhin
Amikacin 507 (mg/ml) 500 (mg/ml) +1.4
(dang tiém) 497 (mg/ml) 500 (mg/ml) -0,6
Streptomycin 976 (mg) 1000 (mg) 24
(dang bot) 979 (mg) 1000 (mg) -2,1
1049 (mg) 1000 (mg) +4.9
1016 (mg) 1000 (mg) +1,6

bang phuong phap LC-MS/MS. Nhu viy, két qua nghién ctru da phat
hién 02 trong tong s6 20 mau c6 chat luong khong dung véi nhin cong
bd (thiéu hoat chat). Didu nidy mot 1an nita cho thdy can thiét phai
thuong xuyén giam sat, kiém nghiém chit lugng thudc, bao vé quyén
lgi va suc khoe nguoi ti€u dung.
3.3.3.2. Két qua phan tich doi chirng bang phwong phdp LC-MS/MS
Viéc phéan tich dbi chtg duoc thyc hién véi 9 mau (5 mau don
hoat chét, 4 miu hai hoat chit két hop) bang phuong phap LC-MS/MS
[67]. Két qua phéan tich ham lugng mat s6 mau thubc thu duge béng hai
phuong phap CE-C*D va phuong phap LC-MS/MS c6 d6 twong quan
t6t (R2 = 0,9778), gia tri sai khac trong khoang (-11,6 + +3,3%). Ding
phin mém Minitab dé so sanh timg cdp chuén cho gia tri Pyane déu 16n
hon 0,05, cho thiy phuong phap CE- C*D c6 két qua phu hop so voi
phuong phap LC-MS/MS.
3.4. Xac dinh ddng thoi khing sinh Doripenem, Meropenem,
Imipenem va Ertapenem trong miu duwgc phﬁm va miu huyét
twong bang phwong phap CE- C*D
O pH cao, bdn khang sinh nhom Carbapenem ciing & dang anion
nhung véi kich thudc cong kénh, dién tich nho, do linh dong dién di
thap. Do d6, k¥ thuat phan cuc nguoc loi dung dong EOF dé kéo theo
cac anion ¢ pH cao dugc lya chon st dung.
3.4.1. Khio sdt cdc diéu kién thich hop

3.4.1.1. Khao sat dung dich dém dién di

Cac loai dém duoc lua chon khao sat df‘)ng thoi thanh phén va pH
dém gém: Arg/Ace, Arg/Asc, Arg/Lactic, Tris/Lactic va Tris/Ace voi
céc pH = 7,0- 9,0. Tir cac két qua khao sat cho thdy, v6i 5 dém khao sat
tai pH > 8,0 tin hi¢u thu dugc cua 4 pic kém, tham chi khong xuét hién
pic, dudng nén nhidu. Tai cac dém c6 pH < 7,5, d6 phén giai pic clia
Doripenem va Meropenem thip hon pH= 8,0. Cac dém c6 pH = 8,0
déu cho tin hiéu dep, hi€u qua tach tdt, duong nén n dinh va thoi gian
xuét hién pic hop 1y. Dé c6 thé Iya chon dugce hé dém t6t nhat, dién di
dd & pH = 8,0 cua cac dém khao sat dugc so sanh trong hinh 3.32.
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Bdng 3.27. Két qua phan tich ham liwong bon khang sinh trong mau
dirge pham bang phwong phdp CE- C*D

Kanamycin A 560 (mg) 500 (mg) +12

106 (mg/ml) 100 (mg/ml) +6,0

s Chat phan Ham lugng (mg/vién) Sai khac
STT Ma thuoce tich Nhin CE-C'D (%)
1 AMI1 Amoxicillin 500 495 -1,06
2 AM2 Amoxicillin 500 495 -1,07
3 AM3 Amoxicillin 500 496 -0,87
4 AM4 Amoxicillin 500 508 +1,57
5 AM-CH1 Amoxicillin 500 532 +6,43
6 AM-CH2 Amoxicillin 500 513 +2,51
7 AM-QT1 Amoxicillin 500 525 +5,04
8 AM-QD1 Amoxicillin 500 515 +2,96
9 AM-KD1 Amoxicillin 500 528 +5,68
10 | AP-QT1 Ampicillin 500 520 +4,09
11 | AP-QD1 Ampicillin 500 529 +5,79
12 | AP1 Ampicillin 500 493 -1,49
13 | AP2 Ampicillin 500 489 -2,18
14 | AP-KD1 Ampicillin 500 527 +5,38
Amoxicillin 250 249 -0,42
15 | AMvSBI1
Sulbactam 250 ND
Amoxicillin 500 548 +9,52
16 | AMvVSB3
Sulbactam 125 ND
Ampicilli 100 1 2 -1
17 | APvsBI mpicillin 000 (mg/19) 98 ,79
Sulbactam 500 (mg/lo) 514 +2,78
+
18 | cpvs Cefoperazon | 1000 (mg/lo) 1019 1,94
Sulbactam 500 (mg/lo) 499 -0,19
Amoxicillin 1000 (mg/1o) 1017 +1,72
19 | AMvSB2
Sulbactam 500 (mg/lo) 515 +3,10
20 | APvSE2 Ampicillin 1000 (mg/1o) 945 -5,46
Sulbactam 500 (mg/lo) 540 +7,95

(ND: Khong phat hién)

Két qua phan tich 20 mau (14 mau don hoat chit va 6 miu hai

hoat chét két hop) cho théy c6 18/20 mau cho ham lugng hoat chét
tuong tmg v4i cong bd trén nhan, riéng hai miu co hai chat két hop
thiéu Sulbactam so v&i nhan cong bd. Két qua nay da dugc khing dinh
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Két qua phan tich dugc x4c dinh bang phuong phap thém chuin
cho thdy ham luong cac khang sinh c6 sy sai khac so v6i nhén 1a -2,4 +
12 %. Mic du chua ap dyng dugce hét cho ca bén hoat chit trong mau
thuc té, nhung quy trinh d cho thiy tiém ning ap dung dé phan tich
nhiéu hoat chét khac nhau trong nhém aminoglycosid, dac biét hiéu qua
khi chi sir dung mot quy trinh cho nhiéu ddi twong miu nguyén liéu,
ban thanh pham va thanh phim trong cac cong ty dugc, cac doi quan 1y
thi truong va cac phong thi nghiém tuyén dia phuong.
3.1.3.2. Két qua phdn tich doéi ching Amikacin, Streptomycin vd
Kanamycin A trong dwoc phiam bang phwong phdp tiéu chuan HPLC

Pé kiém chimg cac két qua phan tich bang phuong phap CE-
C*D, tam mau dugc phém da dugc phan tich dbi chiing b@ing phuong
phap tiéu chuan theo Dugc dién [7], do Vién Kiém nghiém thudc Trung
wong hodc Trung tim Kiém nghiém thudc, my pham, thuc phim Ha
Noi thyc hién. Trong d6, Kanamycin A va Amikacin dugc phan tich
bang phwong phap HPLC, Streptomycin dwoc phan tich bang phuong
phap vi sinh. Két qua phan tich ham luong cac khang sinh trong cac
méu phan tich biang hai phuong phap CE- C*D va phwong phap dbi
chung c6 d6 twong quan cao (R = 0,9939); gia tri Pyawe khi so sanh tirng
cip chuan theo chuan t déu 16n hon 0,5; cho thay phuwong phap CE-C‘D
la dang tin cay.

3.2. Xac dinh dong thoi Vancomycin va Teicoplanin trong dwgc
phim bang phuong phap CE- C‘D

Vancomycin va Teicoplanin 1a hai khang sinh thudc nhém
Glycopeptid. Trong dung dich c¢6 pH = 8,0+ 10, cac khang sinh nay
ton tai chu yéu dudi dang anion nhung c6 kich thuéc cong kénh,
dién tich nho, c6 do linh dong dién di thap. Vi vay sé rat kho thuc
hién qua trinh phén tich dién di ddi véi cac chat nay ¢ khoang pH
thép va theo kiéu phan cuc thudn. Khi d6, viéc l¢i dung dong EOF
nham kéo theo cac anion khang sinh vé phia cyc am & pH cao theo
ky thudt phan cuc nguoc 1a can thiét.
3.2.1. Khio sdt cdc diéu kién thich hop
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3.2.1.1. Khao sat dung dich dém dién di

V61 muc dich tao ra dung dich dém dién di c6 pH cao (pH
khoang 8,5- 10), cac h¢ d€m duoc khao sat c6 hop phﬁn bazo 1a Arg va
Tris két hop véi hop phan acid 14 acetic (Ace), Lactic va MES. Cac két
qua cho théy, cac hé dém déu c6 d6 dan 16n hon do6 dan cua
Vancomycin va Teicoplanin nén pic cua hai cht déu quay xudng (cho
tin hi€u am). Nhin chung, khi pH ting, thoi gian phéan tich cua hai
khang sinh déu giam do khi tang pH, tbc d6 dong EOF ciing ting, cudn
theo hai khang sinh di chuyén nhanh hon, tir d6 1am giam thoi gian di
chuyén. Déng thoi, 5 dém khao sat déu cho tin hiéu dep tai pH=9 voi
hiéu qua tach t6t, duong nén 6n dinh va thoi gian xuét hién pic hop 1y.
Pé Ilua chon dugc héx dém tdt nhit, cac dién di dd & pH = 9 duogc so
sanh trong hinh 3.14.

TristAce; pH=9,0
10mv

Tris/Ladic; pH=9,0
i ArglAce; pH=9,0

ATGINES; pH=89

“Vancomyci Teicoplanin

ArglLadic; pH=0,0

20 25 30 a5 40 45

Thoi gian di chuyén (min)

Hinh 3.14. So sanh kha nang phan tich Vancomycin va Teicoplanin cua
cdc dém dién di ¢ pH = 9,0. Diéu kién CE: Bom mau kiéu xi phéng 10
em, 30 s, mao quan , ID = 50um, I/L = 30/60 cm; Thé tach: +20 kV

Két qua khdo sat da lya chon duoc hé dém Arg/Ace pH = 9,0 cho
céc khao sat tiép theo. Viéc khao sat anh huong ciia ndng d6 dung dich
dém ciing dugc thyc hién véi cac gia tri 10 mM, 15 mM va 20 mM. Két
qua ndng do dém Arg 15 mM da dugc lya chon 14 pht hop nhit.

10

Puong chuin xac dinh bon chit khang sinh dugc xdy dung trong
khoang 10 - 70 ppm. Két qua dugc thé hién trong bang 3.24.
Bdng 3.24. Phirong trinh dwong chudn ciia Amoxicillin, Ampicillin,

Cefoperazon va Sulbactam

Tén chét Phuong trinh dudng chun R p
Amoxicillin | y=(0,64286+0,04518) + (0,11286=0,00101)x | 0,99980 0501
Ampicillin | y=(0,65714+0,05714) + (0,11429+0,00128)x | 0,99970 0,0<01
Cefoperazon | y = (0,38571+0,04041) + (0,09714+0,00090)x | 0,99980 0,0<01
Sulbactam | y=(0,11429+0,08777) + (0,14107+£0,00193x | 0,99950 0,0<01

Két qua cic duong chudn cua Amoxicillin, Ampicillin,
Cefoperazon va Sulbactam c6 hé sb twong quan biéu dién sy phu thudc
ctia dién tich pic vao néng do chat phan tich 1a tuong dbi t6t (R> >
0,9995) va cac gia tri P < 0,05, chimg t6 x va y c6 quan hé tuyén tinh.
Tinh theo thong ké gid tri Puwe clia Amoxicillin, Ampicillin,
Cefoperazon va Sulbactam lan luot 1a 0,070; 0,103; 0,092 va 0,250 déu
16n hon 0,05 nén phuong phap khong mic sai sd hé thong.
3.3.2.2. Gioi han phat hién va gioi han dinh lwong

Gi6i han phat hién cua Amoxicillin, Ampicillin, Cefoperazon va
Sulbactam dat dugc twong tng la 1,0; 1,5; 1,5 va 2,0 ppm. Tu do6, gidi
han dinh lugng xac dinh duwgc véi Amoxicillin, Ampicillin,
Cefoperazon va Sulbactam tuwong ung la 3,3; 5,0; 5,0 va 6,7 ppm.
3.3.2.3. Banh gid d¢ ldp lai va dg thu hoi ciia phiong phdp

Két qua danh gia & ba mtrc ndng d6 30, 40 va 50 ppm cho do léch
chuén tuong ddi (RSD) cia cic chat phéan tich nhé hon 3%, do thu hoi
trong khoang 98,3 + 101,7%. Nhu vay, phuong phap cé d6 chum va do
dung dap ung yéu cau cia AOAC.

3.3.3. Phin tich dong thoi khdng sinh Amoxicillin, Ampicillin,
Cefoperazon va Sulbactam trong dwgc phim

3.3.3.1. Két qua phan tich Amoxicillin, Ampicillin, Cefoperazon vd
Sulbactam trong dirgc pham bang phuong phip CE- C*D

Két qua phan tich ham lugng bén khang sinh trong 20 mau duoc
phim dugc trinh bay & bang 3.27.
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cm dugc lya chon 1a phu hop nhét vi cho dién tich pic da 16n, 6 phan
giai cia cac chat phu hop, tin hiéu pic 6n dinh.

] V

(AMP)
(AMO)  (CFP) (SBT) 40em
—m W

T
100 150 200 250
Thoi gian di chuyén (s)

35cm

Hinh 3.24. Anh hwéng cia chiéu dai hiéu dung dén sw phdn tach
Amoxicillin (AMO), Ampicillin (AMP), Cefoperazon (CFP) va
Sulbactam (SBT). Diéu kién CE: Dung dich dém Tris 10mM/Ace pH=
7.5; bom mau kiéu xi phéng 15 cm, 30s; mao quan ID = 50 um, /L =
35/60 cm; Thé tach: +17 kV

3.3.1.3. Khdo sdt anh huéng cia thoi gian va chiéu cao bom mau

Sau khi khao sat cac thoi gian bom mau 1a 20, 30, 40s va chiéu
cao bom mau 10, 15, 20 cm da lya chon duoc thdi gian bom mau 30 s
va chiéu cao bom méiu 15 cm 1a phu hop nht.

Tir cac két qua thu duoc, didu kién thich hop dé phan tich dong
thoi Amoxicillin, Ampicillin, Cefoperazon va Sulbactam bang phuong
phap CE- C*D duoc tom tit trong bang 3.23.

Bdng 3.23. Diéu kién thich hop xdc dinh dong thoi Amoxicillin,
Ampicillin, Cefoperazon va Sulbactam bang phwong phdp CE- C'D

3.2.1.2. Khdo sdt anh hwéng cia thé tach

Thé tach duge khao sat tai cac gia tri +15, +20 va +25 kV. Két
qua da lya chon dugc thé tach +20 kV cho cac khao sat tiép theo.
3.2.1.2. Khdo sdt anh huéng cia thoi gian va chiéu cao bom mau

Thoi gian va chidu cao bom mau duoc khao sat theo phuong
phap thuy dong hoc kiéu xiphong tai cac gia tri 20, 30 va 40 s va 10, 15
va 20 cm. Két qua thoi gian bom méu 30 s va chidu cao bom miu 15
cm dugc lya chon 1a phu hop nhét.

3.2.1.3. Khdo sdt anh hudng cia chiéu dai hiéu dung

Chiéu dai hiéu dung ciia mao quan dugc tién hanh khao sat & 3
gia tri 14 25, 30 va 35 cm. Két qua chiéu dai hiéu dung ctia mao quén la
30 cm duoc lya chon vi dién tich pic du 1on, thoi gian di chuyén cua
chét phu hop va thuén tién trong viéc thiét ké thi nghi¢m.

Tu cac két qua khao sat thu dugc ¢ trén, diéu kién thich hop
cho phan tich ddng thoi Vancomycin va Teicoplanin bing phuong
phap CE- C*D dugc tong hop trong bang 3.15.

Bdng 3.15. Biéu kién thich hop xdc dinh dong thoi Vancomycin va
Teicoplanin bang phwong phdap CE- C*D

Cic yéu td Piéu kién
Detector Cc‘D
\ Mao quan silica, tdng chiéu dai 60 cm, chiéu dai
Mao quan

hiéu dyng 30 cm, duong kinh trong 50 um

Phuong phap bom mau Thity dong luc hoc kiéu xi phéng 15 cm trong 30 s

Dung dich dém dién di Arg 15mM/Ace pH= 9,0

Thé tach +20kV

Cic yéu td Diéu kién phan tich
Detector CD
. Mao quén silica, tong chiéu dai 60 cm, chiéu dai
Mao quan

hiéu dyng 40 cm, dudng kinh trong 50 um

Phuong phap bom mau Thity déng hoc kiéu xiphéng: 15 cm trong 30 s

Thé tach +17 kV

3.2.2. Danh gia phwong phdap phan tich

3.2.2.1. Xdy dung dwong chudn
Puong chuan 7 diém dugc xay dung trong khoang ndng do 10-
150 ppm. Kkét qua duoc trinh bay trong bang 3.16.
Bdng 3.16. Phwong trinh dirong chudn ciia Vancomycin va Teicoplanin

Dung dich dém Tris 10mM/Ace pH = 7,5

Tén chat Phwong trinh dwong chuin R P

3.3.2. Ddanh gia phwong phdp phdn tich
3.3.2.1. Xdy dung dwong chudn
14

Vancomycin | y = (-1,76620£0,36160)+( 0,35470£0,00433)x | 0,99970 | <0,001

Teicoplanin | y = (-1,33570+0,25820)+( 0,27369+0,00309)x | 0,99975 | <0,001
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Két qua thu duoc & bang 3.16 cho thdy, cac hé s twrong quan
biéu dién su phu thude cua dién tich pic vao néng do chat phén tich 1a
kha tot (R > 0,9997), dong thoi cac gia tri P < 0,05 véi ca hai chat
ching to x va y ¢6 quan hé tuyén tinh. Tinh theo théng ké, gia tri Puatue
cua Vancomycin va Teicoplanin lan luot 1a 0,058 va 0,067 déu 16n hon
0,05 nén phép phan tich khong mic sai s6 hé théng.
3.2.2.2. Gioi hgn phat hién va gioi han dinh lwong

Két qua xac dinh LOD cua phuong phap CE- C‘D dbi voi
Vancomycin 1a 2,0 ppm va Teicoplanin 1a 2,5 ppm. Tur d6, LOQ cua
phuong phap xac dinh Vancomycin va Teicoplanin twong trng la 6,7 va
8,3 ppm.
3.2.2.3. Banh gid d¢ lap lai va do thu héi ciia phiong phdp

Két qua danh gid do lap cia hai chat khang sinh u qua do léch
chudn twong dbi (RSD) déu nhé hon 3 %. Do thu hdi cua Vancomycin
nim trong khoang 97,43- 107,04 % va Teicoplanin trong khoang 94,30-
103,5%. Nhu vay, phuong phap c6 do 1ap lai va do thu hdi tét.

3.2.3. Phédn tich dﬁng thoi Vancomycin va Teicoplanin trong méu
duoc phcfm

3.2.3.1. Két qua phan tich Vancomycin va Teicoplanin trong dwoc pham
bang phwong phdp CE- C'D

Quy trinh t6i wu dwoc ap dung dé phan tich Vancomycin va
Teicoplanin trong 9 mau dugc phém mua tai cac nha thude tai Ha Noi.
Cac két qua phan tich duoc thé hién trong bang 3.19.

Bdng 3.19. Két qua phan tich ham liwong Vancomycin va Teicoplanin
trong 9 mau dwoc pham bang phiong phédp CE- C'D

Targosid Teicoplanin 384 400 -4,0

Tapocin 196 200 +8,0

Tén thube Chit phén Ham lwgng (mg) Sai khac

tich CE-C‘D Nhin (%)
Vancomycin 494 500 -1,2
Valacin 500 453 500 -9,4
Valacin 1000 922 1000 -7,8
Vagonxin Vancomycin 459 500 -8,2
Voxin 542 500 +8.,4
Vammybivid's 1 520 500 +4,0
Vammybivid's 2 482 500 -3,6
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Két qua dinh luong bang phuong phap thém chuén cho thiy, ham
luong cac khang sinh c6 sy sai khac so voi nhan nho hon 9,4%.
3.2.3.2. Két qua phan tich déi chimg Vancomycin va Teicoplanin trong
dwge pham bang phwong phdp tiéu chudn HPLC

Pé kiém ching cac két qua phan tich bang phuong phap CE-C'D,
9 mau dugc pham di dugc phan tich d6i chimg bang phuong phéap tiéu
chuan theo Duoc dién (Phwong phap HPLC) [7] tai Vién Kiém nghiém
thuéc Trung wong va Trung tdm Kiém nghiém thudc, my pham, thuc
phim Ha Noi. Két qua cho su sai khac nho hon 12,5 %, chimg to
phuong phap CE- C*D phu hop va ¢6 tiém ning dé phan tich ham lwong
hai khang sinh nay trong mau dugc pham.

3.3. X4c dinh d6ng th&i Amoxicillin, Ampicillin, Cefoperazon va
Sulbactam bang phwong phap CE- C‘D
3.3.1. Khdo sdt cdc diéu kién thich hop

Nhom khang sinh Amoxicillin, Ampicillin, Cefoperazon phéi
hop véi Sulbactam & pH cao ciing ton tai dudi dang anion nhung voi
kich thudc cong kénh, dién tich nho, d6 linh dong dién di thap. Do do,
k¥ thuat phan cyc nguogc lgi dung dong EOF nhdm kéo theo cac
anion 6 pH cao tur cyc duong vé cuc Am duge st dung.
3.3.1.1. Khao sat dung dich dém dién di

Tién hanh khao sat bon hé dém Arg/Asc, Arg/Ace, Tris/Asc,
Tris/Ace véi cac gia tri pH khac nhau. Két qua cho thdy, dém Tris/Ace
6 pH = 7,5 cho tin hi€u pic tt va can déi, duong nén 6n dinh, cac pic
tach khoi nhau 15 rang, thoi gian di chuyén cta cac chét hop li, do do
duoc lua chon cho cac khao sat tiép theo.

Viéc khao sat nong do cua Tris thay d6i tir 8mM, 10mM va
15mM ciling dugc thyc hién. BPém Tris 10 mM/Ace dugc lua chon vi
cho duong nén 4n dinh, pic chét can ddi, co do phan giai t6t. Vi vay,
3.3.1.2. Khdo sdt anh hwong ciia chiéu dai hiéu dung

Két qua khao sat chiéu dai hiéu dung ctia mao quan véi cac gia tri
35, 40 va 45 cm duoc thé hién trong hinh 3.24.Chiéu dai hiéu dung 40

13




