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(Req~ le 17 dkembre 1986; manuscrit modifid rep le 17 f&rier 1987) 

Plusieurs techniques chromatographiques de dosage de cefotaxime et de son 
principal ,m&abolite, le d&ac&ylc6fotaxime, ont et6 d&rites [ l-91. L’essai de 
quelques-unes d’entre elles nous a pose des problemes techniques d’adaptation 
dans notre laboratoire. Nous avons developpe et proposons ici une technique de 
dosage simple, peu cofiteuse et suffisamment precise pour nous permettre d&u- 
dier l’dvolution des concentrations seriques de ces substances apres administra- 
tion veineuse de cefotaxime chez l’homme. 

Parmi les techniques prtkitees, l’une d’elles utilise une methode faisant appel 
B l’appariement d’ions pour le dosage du cefotaxime et du desacetylcefotaxime 
(utilisant le tetrabutylammonium hydrogenosulfate) [ 71; ces deux substances 
sont chromatographiees dans des conditions d’elution ldgerement differentes. 
Nous decrivons ici une technique permettant le dosage simultane des deux mol- 
ecules en utilisant le tdtrapentylammonium bromide (TPAB) dans la phase 
mobile. 

MATBRIEL ET ~THODE 

Appareillage 
L’appareil utilise est un chromatographe liquide b haute performance Waters 

( Saint-Quentin en Yvelines, France). Ce systeme comprend une pompe M6000, 
un injecteur manuel U6K, un spectrophotometre UV 480 21 longueur d’onde vari- 
able (regle a 254 nm) raccorde a un enregistreur (Data Module). La colonne est 
une Brownlee C&, 5 pm (100x4,6 mm I.D.) (Touzart et Matignon, Vitry sur 
Seine, France) a la suite dune precolonne (30 x 4,6 mm I.D.) de m&me origine 
et remplie du mgme support. 
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Rbactifs 
Le cefotaxime et le d&ac&ylcefotaxime nous ont Bte fournis gracieusement par 

les laboratoires Roussel (Paris, France). Nous avons egalement utilise de l’ace- 
tronitrile (pour analyses) et du tampon phosphate pH 7 Titrisol (Merck Clev- 
enot, Nogent sur Seine, France) ainsi que du TPAB (Aldrich, Strasbourg, 
France ) . 

Etalonnage pr&vements 
L’dtalonnage est realise en surchargeant dans des tubes de verre des s&urns 

(200 ~1) par un m8me volume (50 ~1) de solution aqueuse fraichement prhpa&e 
de cefotaxime et de d&ac&yl&fotaxime a differentes concentrations. 

Le sang est recueilli sur tube sec. Apres centrifugation 200 ~1 de s&urn sont 
prkleves dans des tubes de verre et 50 ,~l d’eau sont ajoutes. 

M&ode 
Aux Qchantillons p&par& ci-dessus 250 ~1 d’achtronitrile sont ajoutes pour 

deproteinisation. Le melange est agiti 15 s puis centrifuge (15 min, 3000 g) . Le 
surnageant est r&up&e.puis 20 ~1 sont inject& dans le chromatographe. 

La phase mobile est constituke d’ac&ronitrile-tampon phosphate pH ‘I-eau 
(20: 5: 75, v/v/v) et contient 3,8 g 1-l de TPAB. Le debit est de 2 ml min-l. La 
sensibilite du detecteur est rdglee de 0.01 h 0.1 a.u.f.s. selon la concentration de 
cefotaxime et de d&acdtyl&fotaxime. 

Les concentrations de ces substances dans les Qchantillons d’dtalonnage sont 
correlees aux hauteurs de pits mesurees sur le chromatogramme. Nous avons 
test.&, sur ces courbes d’etalonnage, la linearite et la valeur de l’ordonnee a l’ori- 
gine; nous avons Qgalement testd la reproductibiliti de dosages effect& sur dif- 
ferents aliquots de serums surchargds en cefotaxime et d&ac&yl&fotaxime. 

Les tests statistiques appropries ont eti utilis& [lo]. 

RtiSULTATS 

Les temps de retention, dans les conditions indiquees, sont respectivement de 
3,4 et 6,0 min pour le d&ac&ylcefotaxime et le cefotaxime (Fig. 1). 

La line’arite a 6th testee pour chaque substance sur quatorze courbes d’dtalon- 
nage, realisees avec trois a sept points, et correspondant z1 des concentrations de 
1 h 50 pg ml-’ de desacetylcefotaxime et de 1 a 160 pg ml-’ de cefotaxime. Dans 
tous les cas, la regression est statistiquement satisfaisante (p toujours inferieur 
a 0,02). 

Les moyennes des ordonnees a l’origine pour les equations des quatorxe droites 
d’etalonnage, realisees pour chacune des deux substances, s’averent non signifi- 
cativement differentes d’une moyenne theorique Qgale B 0. Ceci nous conduit B 
determiner, dans tous les cas, les concentrations d’echantillons contenant les 
d&ac&yl&fotaxime et le cefotaxime en quantit& inconnues, en multipliant la 
hauteur de pit par la pente de la droite de regression des concentrations en fonc- 
tion des hauteurs de pit. 
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Fig. 1. (A gauche) chromatogramme de s&urn timoin. (A droite) chromatogramme de Senun con- 
tenant 4,9 M ml-’ de d&ac&ylc6fotaxime ( * ) et 28,6 M ml-’ deckfotaxime ( + + ), sensibiliti 0,05 
a.u.f.s. 

La limite de detection pour les deux substances est de 0,25 pg ml-’ (picaa 
quatre fois le bruit de fond). 

L’etude de reproductibiliti a Qt4 effect&e sur sept Bchantillons pour chaque 
dose testhe et figure dans le Tableau I. 

DISCUSSION 

La presence dun ion ammonium quaternaire (TPAB) dans la phase mobile 
nous permet d’obtenir une chromatographie rapide (moins de 10 min) du c6fo- 
taxime et du d&ac&ylcefotaxime dans le s&urn. Ces deux substances sont bien 
s&pa&es et nous n’avons pas observd d’interfbrence avec une eventuelle substance 
endogene (absence de pit “parasite” dans un serum temoin) . 

TABLEAU I 

fiTUDE DE REPRODUCTIBILITti 

Sept d&.erminations pour chaque concentration test&. 

Compos6 

DBsac&ylcBfotaxime 

Concentration Concentration 
ajoutke trouvke 
(1Lp ml-‘) (M ml-‘) 

1 0,94 
5 5,24 

20 19,28 

Coefficient de 
variation 
(%) 

395 
3,3 
2,6 

Cgfotaxime 2 1,97 5,O 
10 9,77 4,2 
40 40,79 3,8 

160 152,35 298 
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Fig. 2. Evolution des concentrations sdriques decbfotaxime ( l ) et de d&ac&ylcdfotaxime ( o ) apr&e 
injection par voie i.v. chez l’homme de 1 g de cdfotaxime. 

Un volume d’echantillon asset faible (200 ~1) est suffisant; il en est de m&me 
pour le volume d’injection ( 20 ~1). 

Cette technique est simple dans la mesure ou il n’est pas necessaire d’avoir 
recours h une extraction des produits comme dans d’autres techniques, que cette 
extraction soit realisee en phase organique [l-3] ou sur colonne de silice greff& 
en C,, [ 41. Le d&ac&ylcefotaxime est chromatographie directement sans avoir 
recours, comme l’ont decrit Kees et al. [ 51 a une transformation en lactone. 

L’utilisation d’acetonitrile pour deprotiiniser le serum nous semble preferable 
B l’utilisation d’un milieu acide fort [ 6-81 susceptible d’induire des pits impor- 
tants en debut de chromatogramme. 

L’absence d’etalon interne et le recours B des courbes d’etalonnage (en pratique 
trois a quatre concentrations differentes suffisent) ne sont pas apparus penali- 
sants au regard de la reproductibilite et de la precision des dosages. Ces dernieres 
n’ont pas Btd affectees par la reutilisation, jusqu’a trois fois, de la phase mobile. 

La technique developpee est applicable h l’etude cinetique serique du cefotax- 
ime et du d&ac&ylcefotaxime apres administration intraveineuse chez I’homme 
(Fig. 2). 
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