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Overzicht presentatie



De vrije concentratie is werkzaam

Theoretische

achtergrond I



Bron: Roberts J. et al. The clinical relevance of plasma protein binding changes. Clin Pharmacokinet. 2013 Jan;52(1):1-8. 

Theoretische achtergrond II



Vrije concentratie van belang bij 

• Sterke eiwitbinding
o Flucloxacilline 95%

o Valproinezuur 90%

o Fenytoine 90%

Invloed op de eiwitbinding

• Temperatuur

• Concentratie

Theoretische achtergrond III



• Antibioticum

o Tegen stafylokokken

o Bijvoorbeeld: erysipelas (wondroos)

• Registratie-onderzoek over kinetiek flucloxacilline

o Totale concentratie

o Ongebonden concentratie

Theoretische achtergrond
Flucloxacilline



• Veel lagere concentraties vrij dan totaal (flucloxacilline: factor 0,05[7][8][9])

• Verschillende ijklijnen voor verschillende concentraties

• Temperatuur

• Flucloxacilline zeer instabiel[11]

• Adhesie filter

• Matrix / opwerking[13]

Doel van het onderzoek
Belangrijke parameters bij bepalen/valideren vrije concentratie flucloxacilline



Interactieve gedeelte 
Brainstormen
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Validatie in het Deventer Ziekenhuis
Vrije concentratie flucloxacilline



• Tegelijkertijd ook totale flucloxacilline concentratie in serum gevalideerd

• Materiaal
o HPLC Shimadzu Prominence

o Kolom, Chromsep Pursuit XRS C18 10cm

o Dataverwerking, LC Solutions

o Microcentrifuge, Abbott

o Centrifuge, Sigma

o Centrifree Ultrafiltratie Units, Millipore

• Interne standaard, dicloxacilline[11]

• Instellingen HPLC - DAD
o Kolomoven, 40 °C

o Golflengte, 220 nm

o Flow, 0,8 ml/min

o Injectievolume, 10 µl

o Runtijd, 7 min

o Kaliumdiwaterstoffosfaatbuffer pH 3.0 / CH3CN         63:37

Methode / Werkwijze I



• Opwerking[13]

o Filtratie over Centrifree Ultrafiltratie filter 

• 500 µl serum/plasma, 10 min bij 1500 G en 25 °C

o IJklijn in water

o Controles in water

o 50 µl filtraat + 15 µl IS werkoplossing (5 mg/l)

Methode / Werkwijze II



• 6 punts ijklijn met concentratiebereik van 0,25 – 6 mg/l
• Deze wordt gedurende 3 dagen in enkelvoud geanalyseerd
• Blanco monster zonder IS na hoogste standaard om carry-over te testen
• 6 verschillende blanco patiëntenserummonsters geanalyseerd
• 3 concentraties, low / medium / high, gedurende 3 dagen in zesvoud meten

Lineariteit, juistheid, herhaalbaarheid en specificiteit

Methode / Werkwijze III

Interne kwaliteitscontroles
• In water

• Twee concentraties

• Gedurende 3 dagen in duplo bepaald

• Oplossing van extern lab

• Twee concentraties in duplo gemeten over 3 dagen

Externe kwaliteitscontroles



Methode / Werkwijze IV

• 2 concentraties in water in 3voud bereid en over filter

• Concentraties in filtraat bepaald

Scheidingsmethode adhesie filter

• 2 concentraties in 6voud over filter, gedurende 3 dagen 

• Concentraties in filtraat bepaald

Scheidingsmethode herhaalbaarheid



• Low / high invriezen

• Gedurende 3 dagen ontdooien, in triplo bepalen en restant invriezen

Methode / Werkwijze V

Vries / dooi

Verdunning
• Validatie werkstandaard >150% van hoogste standaard 

• 4 keer verdund en gemeten op ijklijn vrij flucloxacilline

• Onverdund gemeten op ijklijn van totaal flucloxacilline

• In serum, 2 concentraties in triplo

o 4 uur KT

o 24 uur KK

o 24 uur autosampler (opgewerkt)

o 1 maand -80 ºC

Stabiliteitsonderzoek



Parameter Eis

Lineariteit R > 0.990
Terugberekening op ijklijn 85 – 115 %
LOF, GOF en 0 in 95% BI intercept

LOQ Passend bij MIC

Within run accuracy Gehalte 85 – 115 %

Between run accuracy Gehalte 85 – 115 %

QC (intern en extern) Gehalte 85 – 115 %

Within run precision VC < 15 %

Between run precision VC < 15 %

Carry over Respons  blanco < 20 % LOQ
Respons IS < 5% IS

Adhesie filter Gehalte centrifugaat 90 – 110%

Between run precision scheidingsmethode VC < 10 %

Stabiliteit Gehalte 85 – 115 %

Vries – dooi Gehalte 85 – 115 % na 2 vriesdooicycli

Verdunning (vaststellen UOQ) Gehalte verdund 85 – 115 %
Gehalte onverdund 85 – 115 %

Methode / Werkwijze VI



• Resolutiefactor =  >1,5

• Piekzuiverheid voldoet 

Resultaten I
Chromatogram



Lineariteit
• R= 0,9902 >0,990
• Terugberekening op ijklijn= 93,2%  - 109,1% 85% - 115%
• LOF, GOF en BI intercept voldoen

Within run accuracy eis = 85% - 115%
• Low = 106,7 – 102,0 – 104,7 %
• Medium = 102,6 – 103,8 – 100,0 %
• High = 108,6 – 105,9 – 102,4 %
• QC low = 108,3 – 101,9 – 87,9 %
• QC high = 105,3 – 108,7 – 90,2 %

Between run accuracy eis = 85% - 115%
• Low = 104,5%
• Medium = 102,1%
• High = 105,6 %
• QC low = 99,4%
• QC high = 101,4%

Resultaten II



Within run precision eis = VC < 15%

• VC Low = 4,8 - 1,7 - 3,4 %

• VC Medium = 6,5 – 3,0 – 8,2 %

• VC High = 3,8 – 3,9 – 3,9 %

Between run precision eis = VC < 15%

• VC Low = 3,9 %

• VC Medium = 6,1 %

• VC High = 3,9 %

Externe QC eis = 85 – 115 % 

• Low = 110,8 – 102,5 – 90,2 %

• High = 102,6 – 98,8 – 90,6 %

Resultaten III



LOQ
• LOQ = 0,25 mg/l vrije concentratie laagste MIC = 0,25 mg/l [1][2]

Carry over
• Blanco’s voldoen,

• Respons = 0% LOQ respons blanco <20% LOQ

• Respons = 0% IS respons IS <5% IS

Adhesie filter
• Gehalte centrifugaat LOW = 90,7 – 93,3 – 94,8 % eis = 90-110%

• Gehalte centrifugaat HIGH= 96,6 – 96,0 – 90,9 % eis = 90-110%

• Ijklijn gefilterd en niet gefilterd komen overeen

Resultaten IV



Resultaten V

y = 0,4789x + 0,012
R² = 0,9994

y = 0,4576x - 0,0174
R² = 0,9993
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Between run precision scheidingsmethode
• VC low =   11,7% eis = VC<10%

• VC high = 13,6% eis = VC<10%

• Vrije fractie = 6,8% ca 5% volgens literatuur[7][8][9]

Stabiliteit eis 85 – 115%

• Na 24 uur autosampler = 106,4%

• Na 4 uur kamertemperatuur = 95,0%

• Na 24 uur koelkast = 108,7%

• Na 1 maand vriezer (-80ºC) = 100,8%

Resultaten VI



Vriesdooicycli
• Na 2 vriesdooicycli

o Gehalte laag = 93,2 – 119,2 – 119,2 % eis = 85-115%

o Gehalte hoog = 96,4 - 93,8 – 102,3 %

Verdunning
• Gehalte onverdund = 96,0 – 101,5 % eis = 85-115%
• Gehalte verdund = 111,1 – 110,6 %

UOQ = 6 mg/l

Resultaten VII



• IJklijn eerst in serum

• Optimalisatie filtratieproces

• Between run precision scheidingsmethode  VC >10%

• Gehalte L na 2 keer vriesdooien voldoet niet

Discussie



• Methode gevalideerd!

• Patiëntmonsters kunnen worden bepaald

. 

Conclusie
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Bevindingen brainstormen
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