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SUMMARY 

Determination of isoniazid and acetylisoniazid in plasma or serum by 
high-performance liquid chromatography 

A method for the analysis of iosoniazid and acetylisoniazid in plasma or serum has been 
developed. This report describes a simple, quick and economically optimized reversed-phase 
high-performance liquid chromatographic assay using a small sample size without solvent 
extraction step. Isoniazid was condensed with cinnamic aldehyde after trichloroacetic acid 
deproteinisation. The method correlated well with a fluorimetric procedure. Precision, 
sensibility and accuracy were good. Common antituberculous drugs did not interfere. 

INTRODUCTION 

Largement utilise depuis de nombreuses annees dans la chimiotherapie anti- 
tuberculeuse, l’isoniazide (INH) a fait la preuve de son efficacite et acquis ainsi 
une place preponderante. Sa degradation hepatique, genetiquement determinee, 
donne naissance a differents metabolites dont le plus important est represent6 
par l’acetylisoniazide (AC-INH). La connaissance de leurs taux plasmatiques 
permet d’ajuster la posologie quotidienne en fonction de la vitesse d’inactiva- 
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I 
CO-NH-Nv+CH-CH=:H __) &~-N+--N=cH-~H=ZH 

INH Cinnomoldehyde lsonlcotlnoyl hydrazone 

tion du sujet [l] , diminuant ainsi le risque d’effets secondaires de types neuro- 
psychiques, hepatiques, ou l’instauration d’un traitement inefficace. 

Diverses methodes de dosage ont etk proposees: microbiologique utilisant 
differentes souches de Mycobacterium [ 2, 31, spectrophotometrique [4-71, 
spectrofluorometrique [8, 9] , par chromatographie en phase gazeuse [lo], par 
chromatographie liquide i haute performance (HPLC) [ll-131. 

La technique proposee s’attache au dosage HPLC de 1’INH apres formation 
d’un hydrazone par condensation i l’aldehyde cinnamique (AC) [6, 71 sans 
extraction prkalable, 

MAThRIEL ET MfiTHODE 

Appareillage 
L’appareil utilise est un chromatographe liquide d haute performance Du 

Pont de Nemours (Orsay, France). Ce systeme comprend une pomp: 870 
Bquipee d’une vanne a boucle de 20 ~1 (Rheodyne 71-25; Berkeley, CA, E.U.), 
un four thermostat& a 50°C un spectrophotometre UV a longueur d’onde 
variable (rCglC a 330 nm) raccorde d un registreur Omniscribe (1 mV; Houston 
Instruments). La colonne est une Zorbax CN Du Pont de Nemours (6 pm; 
250 X 4.6 mm I.D.). 

Pre’le’vements e’talonnage 
L’INH et l’Ac-INH sont fournies gracieusement par le laboratoire Roche 

(Neuilly-sur-Seine, France). Les prelevements sanguins (3 ml) sont recueillis 
dans des tubes de verre heparines (Vacutainers; 5 ml), immediatement 
centrifuges b 1000 g pendant 10 min. La fraction plasmatique est congelee 
a -20” C jusqu’au dosage. L’etalonnage est realise en surchargeant des plasmas 
par des solutions d’INH fraichement preparees a differentes concentrations. 

Re’actifs 
Aldehyde cinnamique, methanol qualite HPLC (Carlo Erba, St. Cloud, 

France). Acide trichloracetique, acide acetique, acetate de sodium (3H,O), 
acide chlorhydrique (tous de chez E. Merck, Darmstadt, R.F.A.). Ces produits 
sont utilises sans autres purifications. 

Mdthode 
Dosage de 1 ‘NH. Le plasma (50 ~1) est deprotkinise par 50 ~1 d’acide trichlor- 

acetique d 10% dans des microtubes a usage pediatrique et centrifuge pendant 
5 min B 10,000 g (microtubes, microcentrifugeuse; Beckman, Gagny, France). 
Prelever 50 ~1 de surnageant, ajouter 5 ~1 d’AC (10 g/l de methanol). Melanger. 
Apres un delai de 2 min injecter 20 ~1 dans le chromatographe. La phase mobile 
est constituee d’un melange m&hanol-eauacide acetique (400: 590 :lO) 
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contenant 3 mmol/l d’acetate de sodium trihydrate. Avant l’usage, la phase 
mobile est pas&e sur filtre Millipore (0.45 pm) et degazee par un courant 
d’helium, Le debit est de 2 ml/min soit une pression d’environ 14 MPa; la 
colonne est thermostatee i 50°C. La detection se fait a 330 nm et la quantifi- 
cation est bake sur la hauteur des pits. 

Dosage de Z’Ac-INH. L’Ac-INH est hydrolyse a chaud en milieu acide en 
INH. La valeur mesuree represente done la somme de 1’INH determine 
auparavant et de l’Ac-INH. Pour ceci, ajouter 5 ~1 d’acide chlorhydrique 
6 mol/l a 50 ~1 de surnageant trichloracetique et chauffer 1 h B 8O’C. Apres 
refroidissement, melanger 5 ~1 d’AC et operer comme precedemment. La 
gamme d’etalonnage et son blanc sont trait& de la meme facon. La concentra- 
tion de l’Ac-INH correspond done a: 

[ AC-INH ] = [ INH (apres hydrolyse) J - [ INH (avant hydrolyse) j 

Pour exprimer cette valeur en AC-INH vrai, il suffit de la multiplier par 1.3 
(1.3 mg d’Ac-INH = 1 mg d’INH). 

a 

008 DC 
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0005 DO 

Imin 
- 

b 

%...I 

005 DO 

Fig. 1. Chromatogramme obtenu apr&s injection d’un plasma contenant 5 crglml. H = iso- 
nicotinyl hydrazone de l’aldehyde cinnamique; AC = aldehyde cinnamique. 

Fig. 2. Chromatogrammes de (a) blanc plasma 1 0.005 den&6 optique pleine Bchelle; et (b) 
plasma contenant 0.1 pg/ml B 0.005 densit6 optique pleine Bchelle. 
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RlkULTATS 

La Fig. 1 represente un trace obtenu avec un plasma surcharge d’INH (5 
pgg/ml). Le temps de retention dans les conditions indiquees est de 3 min. La 
linQarit6 a et.6 t%luee h deux sensibilites differentes: 

(1) 0.08 densite optique (DO) pleine echelle pour des concentrations de 0.5, 
1,2.5, 5 et 10 pg/ml atteintes en therapeutique. 

(2) 0.005 DO pleine Cchelle pour des valeurs de 0.025, 0.05 et 0.1 pg/ml 
pour une etude plus fine de la cinetique du produit (Fig. 2). 
La rep&abilite a 6th evaluee a six concentrations differentes et figure dans le 
Tableau I. L’exactitude a et6 verifiee a l’aide de plasmas surcharges de 0.1 B 

10 pg/ml (Tableau II). L ‘equation de la droite de regression lineaire des ajouts 

TABLEAU I 

BTUDE DE LA RBPBTABILITB 

Dix determinations par niveau. 

Concentration &art-type Coefficient de variation 
(pg/mI) (fig/ml) (a) 

INH 0.025 0.0013 5 
0.05 0.0015 3.1 
0.1 0.0032 3.2 
0.5 0.002 3.5 
2 0.05 2.4 
4 0.11 2.9 

AC-INH 0.126 0.015 2.4 
0.25 0.010 1.3 
0.5 0.05 2.4 
1 0.027 1.3 
2 0.13 3.3 
4 0.071 1.0 

TABLEAU II 

EXACTITUDE DE LA MBTHODE 

Cinq determinations par niveau. 

Concentration theorique Moyenne des concentrations 
des plasmas surcharges mesurees 
(pg/mi) (pg/mI) 

0.1 0.095 
0.5 0.50 
1 0.97 
2.5 2.40 
5 4.91 
7.5 7.63 

10 9.90 
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mesures (X) par rapport a la valeur theorique (Y) est la suivante: 

Y = 1.00X + 0.03; r = 0.999 

La limite de detection est de 17 ng/ml pour 1’INH et de 50 ng/ml pour l’Ac- 
INH. 

DISCUSSION 

Corrdation avec une technique fluorime’trique 
La methode proposee a fait l’objet d’une comparaison avec la methode 

fluorimetrique (Fig. 3) de Bourdon et al. [9j. La droite de regression est de la 
forme: 

Y = 1.07X + 0.13; r = 0.992 

Toutefois, le test t sur couples apparies indique une difference significative 
(P < 0.001) entre les deux techniques. En effet, la defecation trichloroacetique 
lib&e 1’INH des hydrazones labiles formees avec l’acide pyruvique et l’acide 
a-cetoglutarique [14] dont les activites antibacteriennes ont 4th demontrees 
[15, 161. La methode fluorimetrique employee comporte une defecation 
du plasma par l’acktate de cadmium a pH 8. Ce pro&de n’entraine pas la 
liberation de 1’INH de ses hydrazones labiles mais sous-estime la concen- 
tration d’INH active. Dans le Tableau III figment les resultats obtenus par les 
deux methodes. 

Fig. 3. Comparaison HPLC et spectrofluorim&rie. 
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TABLEAU III 

VALEUR DE L’INH LABILE APRh D~FkATION ACIDE 

DBfkation 2.30 1 3.25 3.85 1.10 0.7 8.20 3.80 4.3 5.30 1.05 1.55 
trichlorac~tique 
HPLC 

DBfhation 1.90 0.9 2.75 3.45 0.95 0.7 7.95 3.65 4.1 5.05 0.90 1.25 
cadmique pH 8 
fluorimetrie 

“INH labile” 0.40 0.10 0.50 0.40 0.15 0 0.25 0.15 0.20 0.25 0.15 0.30 

Concentration en aldehyde cinnamique 
Le volume d’aldehyde cinnamique a Cte fix& volontairement a 5 ~1 afin de 

ne pas diminuer la sensibilite de la technique par une dilution supplementaire. 
Nous avons recherche la reponse optimale en comparant les hauteurs de pit 
d’hydrazone formee a partir de solutions d’INH (5 pg/ml), en fonction de 
concentrations differentes d’AC. La reponse ne varie plus au-delh d’une valeur 
de 10 g/l d’AC dans le methanol (Fig. 4). 
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Fig. 4. Evolution de la hauteur des pits d’hydrazone dbterminbe avec une solution 1 5 cc&T/ml 
d’INH et des concentrations croissantes d’aldehyde cinnamique. 

Temps de contact aldehyde-INH 
La formation du produit de condensation est tres rapide au pH du defecat 

trichloracetique. Elle n’evolue plus a partir d’une minute. Nous avons fix6 le 
temps de reaction h 2 min avant l’injection dans un souci de reproductibilite. 

Conservation des pre’le’vements 
Cette etude a et6 realisee sur deux pools de plasma (1.70 et 4.45 pg/ml). 

Aprb fractionnement, chaque echantillon a Cte conserve de trois facons: a 
4” C, i 4” C apres defecation trichloroacetique et congeles a -20” C. Des dosage8 
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ont 6th effectub chaque jour pendant une semaine. Les meilleures conditions 
de conservation sont obtenues par une conghlation B -20” C en accord avec les 
travaux de Ellard et al. [ 17 i . 

Les m&hodes d&rites en HPLC sont fondles sur l’extraction de 1’INH et de 
l’Ac-INH par un solvant organique ou un dosage direct apr& dkfkation et 
lecture & 254 ou 265 nm. Toutefois, le rendement de cette extraction est faible, 
compte tenu de la polaritk de la molkule et nkessite une prise d’essai 
importante (0.5 5 1 ml) avec une limite de detection insuffisante. Un dosage 
direct aprb simple dbfkcation du plasma implique une sensibilitb de dktection 
blevhe et le risque non nkgligeable d’interfkrences. La formation prealable d’une 
hydrazone procure plusieurs avantages: une limite de detection exceptionnelle, 
la possibilitk d’une prise d’essai rkduite et un trace sans pits parasites par une 
lecture i 330 nm. La &termination de l’Ac-INH aprb action du nitrite de 
sodium, de sulfamate d’ammonium et hydrolyse par acide chlorhydrique [ 17 j 
fait apparactre deux problGmes: un 61argissement notable du pit sur le chroma- 
togramme et la prksence de blancs plasmatiques Blew% et t&s variables. C’est 

I 
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Fig. 5. Cinc%ique apri% prise orale unique de 5.2 mg/kg. -, INH; - - -, AC-INH. 

TABLEAU IV 

CONCENTRATION D’INH ET AC-INH 3 h ET 6 h APR$S PRISE ORALE DE 
D’INH 

300 mg 

INH Mml) AC-INH (pg/ml) 

H. 3h 2.25 3.44 
6h 0.71 2.45 

L. 3h 3.59 2.77 
6h 0.89 2.73 

F. 3h 4.88 1.38 
6h 3.00 1.66 

L. 3h 6.20 3.05 
6h 3.45 2.73 
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pourquoi, nous avons p&f&e une hydrolyse directe par l’acide chlorhydrique d 
chaud suivie d’un dosage differentiel de l’Ac-INH. Dans ces conditions, la 
transformation de l’Ac-INH en INH est complete, I’integrite du pit est 
respectee, les blancs temoins sont plus faibles et surtout de valeur con&ante 
pour une mGme serie de dosages (verifiee sur 30 plasmas differents). La Fig. 5 
illustre une etude de cinetique effect&e chez un malade apres prise unique 
d’INH per OS (5.2 mg/kg). Dans le Tableau IV sont regroupees les valeurs d’INH 
et d’Ac-INH obtenues 3 h et 6 h apres prise orale de 300 mg d’INH chez des 
patients trait& depuis un mois. Les autres antituberculeux employes en associa- 
tion (rifampicine, pyrazinamide, streptomycine, ethambutol) ne provoquent 
aucune interference. 

Par son extreme rapidite et sa simplicite de mise en oeuvre, cette technique 
peut avantageusement remplacer les methodes spectrofluorimetriques qui, bien 
que precises, sont longues d’execution, La grande sensibilite atteinte pour un 
temps de manipulation reduit et un volume de prelevement tres faible permet 
d’envisager son application $ des etudes cinetiques apres dose unique. 

RESUME 

La technique chromatographie liquide i haute performance proposee pour le 
dosage de l’isoniazide et de l’acetylisoniazide ne necessite qu’une prise d’es- 
sai reduite. La methode est tres rapide car ne comporte pas de phase d’ex- 
traction. L’isoniazide plasmatique est condense avec l’aldehyde cinnamique 
apres defecation trichloracetique. La technique a 6th correlee de faGon satis- 
faisante avec une methode fluorimetrique. L’exactitude, la sensibilite et la 
precision sont excellentes. Les autres antituberculeux frequemment utilises 
en association n’interferent pas. 
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