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Uvod

Malé davky kyseliny acetylsalicylové (ASA) jsou
nejcastéj$i antiagregacni 1écbou pouzivanou v prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni. U znacné ¢éasti nemoc-
nych je vSak antiagregacni efekt kyseliny acetylsalicylové
nedostate¢ny. Problematika rezistence na ucinek kyseliny
acetylsalicylové (ASA rezistence) je dnes Siroce diskuto-
vana'?. Jednou z pfi¢in jejiho nedostate¢ného efektu je
i tzv. non-compliance* (nonadherence)’. Jeji rozpoznavani
je obtiZné a spolehliva data v literatufe chybi. Krom¢ toho
se literarni udaje o non-compliance ke kyseliné acetylsa-
licylové pohybuji v Sirokém rozmezi od extrémné nizkych
(0,4 %)* az po nezvykle vysoké (42 %)’, podle slozeni
souboru pacientll a pouzité metodiky. K nejpresnéjsim, ale
patii stanoveni koncentrace 1é¢iv v biologickych tekuti-
nach, nejcastéji v krevni plasmé. Zajimala nas compliance
v nasem souboru starych, polymorbidnich pacientt. Uziva-
ni kyseliny acetylsalicylové bylo ovéfovano stanovenim
farmakokinetiky plasmatické koncentrace kyseliny sa-
licylové, hlavniho metabolitu kyseliny acetylsalicylové.
Koncentrace kyseliny salicylové v plasmé® za 4 hodiny po
poziti 100 mg ¢isté kyseliny acetylsalicylové dosahovala
2,5 ug ml™', po 6 hodinich kolem 1 pug ml™' a po
8 hodinach kolem 0,7 pg ml™". Pro porovnani’ primérna
hodnota kyseliny salicylové v séru u jedinct neuzivajicich
kyselinu acetylsalicylovou byla 9,7 ng ml™".

Laboratorni pfistroje a postupy

Experimentalni ¢ast
Soubor pacientii a metody

Soubor vysetfenych tvofilo 97 pacientli ambulantné
sledovanych, kteti dlouhodobé (déle nez 6 mésich)
z diivodli sekundarni prevence méli pfedepisovano 100 mg
kyseliny acetylsalicylové denn& (Anopyrin, Zentiva, Ceska
republika). VSichni pacienti potvrdili, Ze pfedepsané 1é¢ivo
uzivaji pravidelné. Kontrolni skupinu tvofilo 33 pacientl
neuzivajicich Anopyrin, ani jiné 1éky obsahujici kyselinu
acetylsalicylovou. Zadny z pacientil nebyl vegetarian. Obé
skupiny byly podrobné klinicky a laboratorné vysetfeny
podle protokolu a jejich charakteristika je uvedena v tab. I.
Ze studie byli vylouceni pacienti s akutnim onemocnénim,
poruchou funkce jater nebo ledvin, chronickou respira¢ni
insuficienci, nadorovym onemocnénim. Studie byla povo-
lena mistni etickou komisi.

K ovéfeni, zda pacienti uzivaji kyselinu acetylsa-
licylovou, byla u vSech stanovena plasmaticka koncentrace
kyseliny salicylové, hlavniho metabolitu kyseliny acetylsa-
licylové.

Pouzité pfistroje

Stanoveni probihalo na HPLC chromatografu
s fluorescencni detekci v této sestave: automaticky davko-

Tabulka I
Charakteristika pacientll 1écenych kyselinou acetylsali-
cylovou a kontrolni skupiny

Charakteristika Lécend skupina  Kontrolni
n=97 skupina
n=233
Vek, roky 67,5+10,6 66+ 10,1
Zeny, n (%) 46 (42,6) 15 (45,5)
BMIL kgm™ * 26,9 + 4,6 28,0 + 4,5
Leukocyty, 10’ dm™ 6,8+ 1,5 7,0+ 1,4
Erytrocyty, 10° dm™ 4,5+0,4 45+0,5
Hemoglobin, 10° dm™ 142 +13,8 143+ 12,8
Trombocyty, 10° dm™ 222+423 213 £41,6
Glykémie, mmol dm™ 59+1,5 57+1,3
Celkovy cholesterol, 4,5+0,9 49+1,5
mmol dm™
Kreatinin, pmol dm™ 89,9+16,7  873+17,6
C-reaktivni protein, 6,6 +5,4 53+3

mg dm™

“BMI = Body Mass Index = hmotnost (kg) / [vyska (m)]

* Compliance (med.): dodrzovani ptedepsaného 1é¢ebného rezimu. Termin non-compliance se v mediciné pouziva zejména

pro neuzivani pfedepsanych 1é¢iv pacientem.
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va¢ vzorkli Shimadzu Sil-Advp, pumpa Shimadzu LC-
10Advp, odplynova¢ Degasser DGU-14A a fluorescencni
detektor typu RF-10AXL (Shimadzu, Japonsko). Sbér dat
a vyhodnoceni vysledkd bylo provedeno pocitaovym
programem CLASS VP verze 5.0, (Shimadzu, Japonsko).

Chemikalie, standardy, roztoky

K ptiprav€ mobilni fize A byl pouZit acetonitril
(ACN) pro kapalinovou chromatografii (Merck, N¢&-
mecko), k pfipravé mobilni faze B 0,033 M roztok
NaH,PO,. 2 HO (Merck, Némecko) a 85% H3;PO4 (Merck,
Némecko) v poméru 25:75 (pH 2,5). K piipravé vzorkd
byla pouzita deionizovana voda Milli-Q kvality. K pfipra-
vé standardniho roztoku byla pouZita salicylova kyselina
gistoty 99,9 % (Fluka Chemie, Svycarsko).

Ptiprava vzorkl a chromatografie

Krevni vzorky od pacientil byly odebirany v intervalu
od 1 do 4 hodin po uddvaném uziti kyseliny acetylsalicylo-
vé do odbérovych zkumavek s obsahem heparinu. Poté
byly zkumavky centrifugovany 10 min pifi 3000 otackach
za minutu. Po odsati plasmy byly jeji vzorky zmrazeny na
—28 °C a analyzovany do 14 dnda.

Do 1 ml plasmy bylo pfidano 2 ml ziedéné H;PO,
(1 ml 85% H;PO4 v 500 ml vody). Takto upraveny vzorek
byl extrahovan v SPE (Solid Phase Extraction) kolonkach
OASIS-HLB (Waters GmbH, CR). Eluce vzorku do HPLC

Laboratorni pfistroje a postupy

vialek byla provedena 1 ml methanolu. Takto pfipraveny
vzorek byl analyzovan HPLC. Vysledky byly ziskany
z pétibodové kalibragni kiivky (v = 1,4807 x* + 13089 x;
R?=1). RSD se pohybovalo od 0,1 % do 2,2 %.

K vlastni analyze byla pouzita chromatograficka ko-
lona typu LiChrospher 60 RP- select-B, 125 x 4 mm
s ¢asticemi 5 um (Merck, Némecko). Teplota kolony byla
35 °C, nastfikovany objem vzorku byl 15 pl, pritok mobil-
ni faze 1,5 ml min™ a doba analyzy 4,5 min. Parametry
fluorescen¢niho detektoru: Ex 300 nm, EM 500 nm. Ty-
picky chromatogram je uveden na obr. 1.

Koncentrace kyseliny salicylové v plasmé jsou uvade-
ny jako aritmetické priméry + SD 1 jako mediany
pro jednotlivé asové intervaly po uziti 100 mg kyseliny
acetylsalicylové u lé¢enych pacientti i v kontrolni skuping.

Vysledky

V kontrolni skupiné pacientli neuZzivajicich kyselinu
acetylsalicylovou se koncentrace kyseliny salicylové pohy-
bovaly v rozmezi 2,2 az 77,3 ng ml™', s primérem
30,8 + 18,8 ng ml™' a medidnem 26,6 ng ml ™.

Z 97 léCenych pacienti, se koncentrace kyseliny sa-
licylové pohybovaly u 19 (19,6 % vSech vySetfenych)
v rozmezi od 3,5 do 59,3 ng ml™! (pramér 30,7 + 16,0;
median 29,9 ng ml™"), tj. byly identické jako u osob
z kontrolni skupiny nelééené kyselinou acetylsalicylovou.
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Obr. 1. Chromatograficky zaznam analyzy plasmy s kyselinou salicylovou (0,8 mg I"') metodou HPLC s fluorescenéni detekei (Ex
300, Em 500 nm). Kolona C;g LiChrospher 60RP Select B 5 pm, (125 x 4 mm); mobilni faze: acetonitril: fosfatovy pufr: 25:75; pH 2,5;

prittok mobilni faze 1,5 ml min™". Podrobnosti v textu — Metodika
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Tabulka II

Plasmatické koncentrace kyseliny salicylové po tdajném
uziti 1éku, v jednotlivych ¢asovych intervalech po hodinach;
u pacientl s pfedepisovanou kyselinou acetylsalicylovou

Cas po podani n Median Primér £ SD

h [ug ml™'] [ug ml™']
Pacienti uzZivajici kyselinu acetylsalicylovou

1,0-1,9 26 431 4,68 £1,91

2,0-2,9 27 2,50 2,49 £ 0,66

3,0-4,0 25 1,38 1,54 + 0,59

1,0-4,0 78 2,57 2,92 +1,78
Pacienti neuzivajici lék (non-compliance)

1,0-4,0 19 0,030 0,031 £0,016

Proto jsme tuto skupinu 19 pacientli povazovali za non-
compliantni, tj. neuZivajici ptedepsanou 1é¢bu. U dalSich
78 1éCenych pacientii byla primérna koncentrace kyseliny
salicylové ve sledovaném obdobi 2,9 + 1,8 pg ml™', medi-
4n 2,6 ug ml™'. Koncentrace v jednotlivych &asovych inter-
valech jsou uvedeny v tab. Il a graficky zndzornény na
obr. 2.

Diskuse

Pro ovéfeni uzivani kyseliny acetylsalicylové jsme
pouzili metodiku stanoveni plasmatické koncentrace kyse-

Laboratorni pfistroje a postupy

liny salicylové, jejiho hlavniho metabolitu. Nevyhodou je,
ze kyselina salicylova a salicylaty se v nizkych koncentra-
cich nachazeji i u jedinci, ktefi kyselinu acetylsalicylovou
neuzivaji®. Do organismu se tyto latky dostivaji hlavné
potravou (zejména ovoce a zelenina), nebo vstfebavanim
pokozkou, protoze salicylaty jsou soucasti riznych kosme-
tickych pfipravki, Sampont a lokalnich 1é¢iv. ZvySené
sérové koncentrace kyseliny salicylové byly zjistény
u vegetariand’. Pfes zna¢né individudlni rozdily viak me-
dian koncentrace kyseliny salicylové u vegetarianii byl
pfiblizné 100x niz§i nez ve skupiné pacientli uzivajicich
75 mg kyseliny acetylsalicylové denné. Koncentrace kyse-
liny salicylové v plasmé¢ v naSi kontrolni skupiné odpovi-
daly naleztim Blacklocka’ a byly vice nez stonasobné nizsi
v porovnani s maximalnimi koncentracemi u pacientd,
kteti dlouhodob¢ uzivali 100 mg kyseliny acetylsalicylové
denné.

Literarnich udaji o farmakokinetice malych davek
kyseliny acetylsalicylové je poskrovnu, ale i tak se vSech-
ny shoduji na znacnych individualnich rozdilech
v koncentracich kyseliny salicylové, podobné jako
v naSem souboru, a to bez ohledu na to, zda Slo o jednodu-
ché ptipravky, nebo o pfipravky se zpomalenym uvoliiova-
nim kyseliny acetylsalicylové’ "

V literatuie'>'* se non-compliance u antiagregaéni
1écby nejcastéji pohybuje kolem 10 %. V nasem souboru
byla non-compliance vyssi, podobné jako v souboru Cottera-
'3 kde dosahovala 16 %. I horni hranice non-compliance
v naSem souboru dosahujici témet 20 % je vSak mensi
pii porovnani s Gdaji z klinickych studii'. Ve studii BRAVO
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Obr. 2. Farmakokinetika koncentrace kyseliny salicylové v krevni plasmé po podani kyseliny acetylsalicylové. Zavislost koncent-
race kyseliny salicylové na Casovém intervalu od adajného uziti 1é¢iva. 49 non-compliance: pacienti neuZivajici pfedepsanou kyselinu
acetylsalicylovou, A compliance: pacienti uzivajici pfedepsanou kyselinu acetylsalicylovou
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byla predcasné ukoncena 1écba u 22,9 % pacientli zatraze-
nych ve skupiné s podavanim pouze kyseliny acetylsa-
licylové a ve skupiné pacientd uzivajicich kyselinu acetyl-
salicylovou s lotrafibanem dokonce u 29,3 % =zaraze-
nych'’. Vysazeni 1é¢by kyselinou acetylsalicylovou pfitom
ma za nasledek vyrazné zhorSeni prognodzy u pacientd se
sttednim a vysokym rizikem pii diagnéze ischemické cho-
roby srdeéni'®.

Kromé obvyklych pficin non-compliance3 se v nasem
souboru mohl uplatiiovat zejména vyssi veék pacientd, po-
lymorbidita a polymedikace. DileZity je i fakt, Ze vysazeni
kyseliny acetylsalicylové nevede k bezprostfednim subjek-
tivnim projevim zhorSeni stavu, jako je tomu napf. pfi
vysazeni furosemidu u kardiaka. VEk nad 65 let a zvySena
davka kyseliny acetylsalicylové (300 mg vs. 30 mg) byly
nezavislé rizikové faktory pro non-compliance k této
16¢be"’. Dilezitym faktorem je i dlouhodobost 16¢by. Vét-
Sina pacientil v naSem souboru uzivala kyselinu acetylsa-
licylovou déle nez 1 rok. S délkou terapie se non-
compliance zvySuje. V souboru nemocnych s ischemickou
chorobou srdeni”” spontanné prerusilo 1é¢bu 18 % pacien-
th do 1 roku. Vysledky epidemiologickych studii ukazuji,
ze do 1 roku od zacétku 1é€by ukonci 1écbu 20-30 % paci-
entd s chronickym onemocn&nim***. Odhaduje se, Ze
v USA a ve vyspélych zemich dlouhodobé pokracuje
v zavedené 1é¢bé pouze zhruba polovina pacientt. Rada
studii tak dokazuje, ze ov€fovani spoluprace pacientll pfi
1é¢bé kyselinou acetylsalicylovou by v rutinni klinické
praxi mélo patfit ke standardnim postuptim. Popsana meto-
da je nenarocn4, rychla a dostatecné citliva.

Zavér

Stanoveni plasmatickych koncentraci kyseliny sa-
licylové, jak zde bylo popsano, se jevi jako metoda vhodna
k ovéteni compliance lécenych pacientd. Jak ukazaly vy-
sledky, téméf 20 % nasich pacientli pfedepisovanou lécbu
neuzivalo. Pfi diskusi o rezistenci k 1é¢bé kyselinou acetyl-
salicylovou je nutné problematice non-compliance vénovat
daleko vice pozornosti. Ovéteni koncentraci kyseliny sa-
licylové v plasmé je na misté pii jakychkoliv pochybnos-
tech o uzivané l1écbe.
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S. Alusik, V. Jedli¢kova, Z. Paluch, and M. Lejsko-
va (Department of Internal Medicine I., Thomayer Univer-
sity Hospital and Institute for Postgraduate Medical Edu-
cation, Prague): Determination of Plasma Salicylic Acid
Levels to Assess Compliance to Acetylsalicylic Acid
Therapy

The compliance of patients receiving long-term ace-
tylsalicylic acid therapy was tested by determining plasma
levels of salicylic acid by HPLC. The same determination
was performed in a control group of untreated patients.
Almost 20 % of the examined patients were not using the
prescribed therapy.



