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Resumen

Introduccion: La ceftazidima, el meropenem y la piperacilina son antibioticos B-lactamicos de
amplio espectro empleados en el tratamiento empirico de pacientes criticos con sepsis. Estos
farmacos presentan una actividad antimicrobiana dependiente del tiempo por lo que sus concen-
traciones de masa en el plasma deberian medirse y mantenerse por encima de la concentracion
minima inhibitoria. El objetivo de este estudio es desarrollar y validar un procedimiento de
medida basado en la cromatografia de alta y rapida resolucion acoplada a la espectrometria
de masas en tandem para la medicion simultanea de la concentracion de masa de ceftazidima,
meropenem y piperacilina en el plasma.

Material y métodos: Después de una precipitacion de proteinas de las muestras con acetoni-
trilo y posterior dilucion con agua, los eluatos son introducidos en una columna Cqg de fase
inversa usando un gradiente de agua/acetonitrilo que contiene acido formico. Los antibioticos
son detectados mediante un espectrometro de masas de triple cuadrupolo trabajando en las
modalidades de ionizacion por electroespray y monitorizacion de reaccion multiple.
Resultados: Los limites de cuantificacion son cercanos a 0,50 mg/L. Los coeficientes de variacion
y sesgos relativos son inferiores a 10,8 y 12,0%, respectivamente. Los valores de recuperacion
estan comprendidos entre 55,7 y 77,4%. La evaluacion del efecto matriz muestra una sobreex-
presion ionica para todos los antibidticos. No se observan interferencias ni contaminacion por
arrastre.

Conclusiones: El procedimiento de medida validado podria ser empleado en la practica diaria
del laboratorio clinico para la medicion de estas magnitudes farmacologicas, principalmente
en pacientes criticos con sepsis.
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Development and validation of a procedure for the simultaneous measurement
of ceftazidime, meropenem and piperacillin mass concentration in plasma
using UHPLC-MS/MS

Abstract

Introduction: Ceftazidime, meropenem and piperacillin are broad spectrum antibiotics often
used for the empirical treatment of infections in critically ill patients with sepsis. These antibio-
tics show time-dependent antimicrobial activity, meaning that the antibiotic mass concentration
in plasma should be measured and maintained above the minimal inhibitory concentration. The
aim of this study was to develop and to validate an ultra-performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry procedure for the simultaneous measurement of ceftazidime,
meropenem, and piperacillin mass concentration in plasma.

Material and methods: After protein precipitation with acetonitrile and subsequent dilution of
the supernatant with water, eluates were introduced into a reverse-phase Cqg column using
a water/methanol gradient containing formic acid. Antibiotics were detected by electrospray
ionisation mass spectrometry in multiple reaction monitoring mode.

Results: The lower limits of quantification were close to 0.50 mg/l. Coefficients of variation and
absolute relative biases were less than 10.8 and 12.0%, respectively. Recovery values ranged
from 55.7 to 77.4%. Evaluation of the matrix effect showed ion enhancement for all antibiotics.
No interferences or carry-over were observed.

Conclusions: The validated measurement procedure could be used in daily clinical laboratory
practice to measure the mass concentration of these antibiotics in plasma, and in critically ill

patients with sepsis.

© 2016 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La ceftazidima (fig. 1A), el meropenem (fig. 1B) y la pipe-
racilina (fig. 1C) son antibioticos B-lactamicos ampliamente
utilizados en el tratamiento empirico de pacientes criticos
con sepsis'~3. En este tipo de pacientes, la farmacocinética
de estos antibioticos es heterogénea e impredecible dadas
las caracteristicas fisico-patologicas diferenciales que pre-
sentan respecto a otras poblaciones (elevada variabilidad
en los volimenes de distribucion, eliminacion, penetracion
y distribucion del farmaco en los tejidos, asi como la
presencia de hipoalbuminemia y disfuncion organica). Por
este motivo, se recomienda que los regimenes posologicos
en estos pacientes se basen en conceptos farmacocinéticos
(PK) y farmacodinamicos (PD). Para la ceftazidima (CFT),
el meropenem (MEM) y la piperacilina (PIP), al tratarse de
antibioticos dependientes del tiempo (con minimo o nulo
efecto postantibidtico), el parametro PK/PD que mejor se
asocia con la eficacia del tratamiento y con la prevencion de
la aparicion de resistencia bacteriana es el porcentaje de
tiempo durante el cual la concentracion del antibiético en el
plasma se mantiene por encima de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) (% T>CMI o % fT>CMI)*7. Sin embargo,
actualmente no esta claro cuales han ser los valores de estos
parametros PK/PD. Mientras que algunos estudios sugieren
que estos valores deben estar comprendidos entre el 40 y
el 70%, otros recomiendan aumentarlos hasta el 100% o,
incluso, que los valores de la concentracion del antibiotico
en el plasma se mantengan entre cuatro y cinco veces por
encima de la CMI*7. La posibilidad de ajustar la dosis de
estos antibidticos, a partir de los valores obtenidos mediante

la medicion de sus concentraciones de masa en el plasma,
podria suponer un avance importante en el tratamiento de
las infecciones graves en los pacientes criticos.

En la actualidad, existen pocos trabajos publicados en los
que se haya estudiado la medicién simultanea de estas mag-
nitudes farmacologicas mediante la cromatografia liquida
de alta y rapida resolucion (UHPLC) acoplada a la espec-
trometria de masas en tandem (MS/MS)8-"2. Tres de ellos’""
presentan tiempos cromatograficos relativamente elevados,
y otros tres emplean tratamientos o preparacion de la mues-
tra que requieren tiempos considerables’’-'2,

El objetivo de este trabajo es desarrollar y validar un
procedimiento de medida para la medicion simultanea de
la concentracion de masa de ceftazidima, meropenem y
piperacilina en el plasma basado en la UHPLC-MS/MS, que
requiera un proceso de preparacion de la muestra sencillo y
practico, asi como un tiempo cromatografico reducido.

Material y métodos

Reactivos quimicos

Para la preparacion de los materiales de calibracion y de
control se emplean los materiales de referencia certificados
Ceftazidime CRS (pureza del 85,3%), Meropenem trihydrate
CRS (pureza del 87,0%) y Piperacillin CRS (pureza del 94,4%)
de la Farmacopea Europea (European Directorate for the
Quality of Medicines-Council of Europe, Estrasburgo, Fran-
cia). Como patrones internos (Pl) se utilizan los farmacos
deuterados Ds-Ceftazidima (Pl para la CFT), D¢-Meropenem
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Fig. 1  Estructura quimica de: A) ceftazidima, B) meropenem

y C) piperacilina.

(Pl para el MEM) y Ds-Piperacilina (Pl para la PIP), que se
obtienen de la empresa Toronto Research Chemicals Inc
(Ontario, Canada). El acetonitrilo, el agua, el dimetilsul-
foxido (DMSO) y el acido férmico, todos ellos de calidad
LC-MS, son proporcionados por Sigma-Aldrich S. A. (Madrid,
Espana).

Preparacion de soluciones primarias y soluciones
de trabajo

Se preparan dos soluciones primarias de 2,0g/l que con-
tienen los farmacos en estudio, una para los materiales de
calibracion y otra para los materiales de control. Las solucio-
nes primarias se obtienen pesando una cantidad apropiada

de cada material de referencia certificado, y disolviendo
todos estos materiales en 20 mL de una solucion compuesta
por agua: metanol: DMSO (50:25:25, v/v/v). Seguidamente,
se elaboran diferentes soluciones acuosas secundarias
(9 para los materiales de calibracion y 3 para los materia-
les de control) que presentan 10 veces el valor teorico de
los materiales de calibracion y de control que se emplearan
en el estudio. Estas soluciones se almacenan a -80°C en ali-
cuotas de 50 pL en tubos tipo Eppendorf. En el momento del
analisis, se preparan los materiales de calibracion (0,0; 0,50;
1,00; 5,00; 15,0; 45,0; 75,0; 125y 175mg/l) y los materiales
de control (3,00; 30,0 y 120 mg/l) anadiendo una parte de
volumen de la correspondiente solucion secundaria descrita
anteriormente sobre 9 partes de volumen de un material de
blanco (una mezcla de 30 muestras de plasmas de pacientes
que no han ingerido ni se les ha suministrado ninguno de los
farmacos en estudio).

Por otro lado, se preparan tres soluciones primarias,
una para cada PI, diluyendo 1mg del Pl en 10mL de un
disolvente apropiado (DMSO, metanol o agua, de acuerdo
con las instrucciones del certificado de analisis del fabri-
cante). Estas soluciones se almacenan a -80°C en alicuotas
de 100 pL en tubos tipo Eppendorf. En el momento del ana-
lisis, y para 20 muestras, se prepara una solucion de trabajo
de Pl anadiendo 100 uL de cada uno de los Pl en 6 mL de
acetonitrilo.

Preparacion y tratamiento de las muestras

La preparaciony tratamiento de las muestras consiste en una
precipitacion de proteinas seguida de una dilucion acuosa
del sobrenadante obtenido.

En un tubo tipo Eppendorf de 1,5mL, se anaden 100 uL de
cada calibrador, control o muestra de plasma de paciente y
300 L de la solucion de trabajo de Pl. La mezcla se agita en
un vortex durante 3 min y, posteriormente, el tubo se cen-
trifuga durante 10 min a 11.000 ¢ a 4°C. Finalmente, 100 pL
del sobrenadante se diluyen con 400 pL de agua, se agita
la solucion durante 5 s y se anade el contenido en un vial
cromatografico especifico para su procesamiento.

Sistema de medida

Se emplea un sistema de medida ACQUITY®-UPLC® acoplado
a un espectrometro de masas ACQUITY®-TQD®, ambos de
Waters Cromatografia S. A. (Sant Cugat del Vallés, Espana).

Condiciones cromatograficas

La separacion cromatografica de los componentes de la
muestra se realiza a 30°C utilizando una columna anali-
tica C4g en fase reversa Acquity UPLC® BEH™ 2,1 x 100 mm;
1,7 wm, equipada con un filtro de 0,2 um y una preco-
lumna Acquity® UPLC® BEH™ C;3 VanGuard Pre-column
(5mm x 2,1 mm; 130,&, 1,7 um) (Waters Cromatografia S.
A.). La fase movil esta compuesta por una solucion de acido
formico 0,1% (v/v) en agua (fase movil A) y una solucion
de acido formico 0,1% (v/v) en acetonitrilo (fase movil
B). El flujo aplicado se mantiene a 0,4mL/min durante
todo el proceso cromatografico. Del minuto 0,0 al 0,5 se
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Tabla 1 Parametros del espectrometro de masas para la ceftazidima, el meropenem, la piperacilina y sus correspondientes
patrones internos
Antibidtico Tiempo de Transicion para la Transicion para la Potenciales Energias de
retencion (min) cuantificacion (m/z) confirmacion (m/z) de cono (V) colision (eV)
Ceftazidima 1,11 546,9 > 467,9 546,9 > 166,9 20 12 (10°)
[Ds]-Ceftazidima 1,11 551,9 > 467,9 - 20 12
Meropenem 1,12 384,0>141,0 384,0>254,0 25 15 (157)
[Ds]-Meropenem 1,12 390,0>147,0 - 25 15
Piperacilina 1,38 517,9>143,0 517,9 > 359,0 25 20 (15°)
[Ds]-Piperacilina 1,38 522,9>148,0 - 25 20

ESI: electrospray ionization (ionizacion mediante electroespray); MRM: Multiple Reaction Monitoring (reaccion de monitorizacion multi-

ple); m/z: relacion masa-carga.
Valores para la confirmacion.

realiza una elucién isocratica con una proporcion de la fase
movil A del 98%. Seguidamente, entre los min 0,5 y 2,0,
la proporcion de la fase movil A decrece gradualmente del
98 al 50% (gradiente lineal). Finalmente, se reequilibra la
columna analitica durante 1,0 min empleando la proporcion
inicial de la fase movil A (98%). Las muestras extraidas se
mantienen a (4+ 1) °C en el interior del muestreador y el
volumen de inyeccion de muestra es de 10 uL.

Condiciones del espectrometro de masas

El espectrometro de masas opera en las modalidades de ioni-
zacion positiva mediante electroespray (ESI+) y de reaccion
de monitorizacion muiltiple (MRM). Se utiliza nitrogeno como
gas de nebulizacion y de desolvatacion, y argén como gas de
colision. Para cada antibiotico, se emplean dos transiciones
MRM: una para la cuantificacion («quantifier») y otra para la
identificacion o confirmacion («qualifier»). En cambio, para
cada PI, se utiliza una Unica transicion MRM. Las transiciones
de MRM utilizadas, asi como los potenciales de cono y las
energias de colision se muestran en la tabla 1. Ademas, para
todos los antibioticos y sus correspondientes Pl, se emplean
los siguientes valores de los parametros del espectrometro
de masas: un potencial de capilaridad de 1,2kV, un poten-
cial de extraccion de 3V, un potencial de radiofrecuencia
de 0,1V, una temperatura de la fuente de ionizacion de
130°C, una temperatura de desolvatacion de 450°C, un
flujo de desolvatacion de 800 L/h, un flujo del gas de
colision de 0,20 mL/min y un tiempo de integracion («Dwell
time») de 50 ms.

Validacion

El procedimiento de desarrollo y validaciéon esta basado,
principalmente, en la guia de la Agencia Europea del Medi-
camento (EMA)"? y en las recomendaciones del CLSI'*">,

Procedimiento de calibracion

Cada vez que se realizan mediciones de las magnitudes far-
macoldgicas se procesan los nueve materiales de calibracién
y los tres materiales de control.

La integracion de las areas bajo la curva de los picos
cromatograficos suavizados y el calculo de los valores de
la concentracion de masa de los antibioticos en el plasma se
llevan a cabo mediante el programa informatico TargetLynx®

v. 4.1 de Waters Cromatografia. Las curvas de calibracion se
obtienen mediante un ajuste lineal por ponderacion 1/X,
excluyendo la opcion de forzar la interseccion de la recta
por la ordenada en el origen.

Selectividad

Para el estudio de la selectividad se procesan 10 muestras de
pacientes que no estan en tratamiento con los antibioticos
en estudio pero si con otros farmacos: antiepilépticos (feni-
toina, lamotrigina, valproato), digoxina, micofenolato, u
otros antibidticos (aztreonam, cefepina, cloxacilina, tobra-
micina, vancomicina). Todos los pacientes presentan unos
valores de la concentracion de masa del farmaco en el
plasma dentro del intervalo terapéutico, o bien por encima
de la concentracién minima inhibitoria del patoégeno en
cuestion.

Contaminacion por arrastre

Para el estudio de la contaminacion por arrastre se procesan,
en una misma serie y en dos dias distintos, una muestra con
un valor elevado (calibrador 8; 175mg/l) seguida de tres
materiales de blanco (calibrador 0; 0 mg/l).

Limite de cuantificacién
La EMA" define el limite de cuantificacion (LLOQ) como
el minimo valor de una magnitud que puede obtenerse
con una imprecision aceptable (CV < 20%) y cuya relacion
senal/ruido (S/N) es > 5.

Para estimar el LLOQ, se diluye un material de valor bajo
(calibrador 2; 1,00 mg/l) en una proporcion 1:1y en una pro-
porcion 1:4 con un material de blanco (calibrador 0; 0 mg/l).
Cada una de las diferentes soluciones diluidas, asi como el
material sin diluir, se procesan 10 veces en un Unico dia y
10 veces durante 20 dias no consecutivos utilizando una
Unica serie por dia.

Imprecision y sesgo

Para estimar la imprecision y el sesgo se utilizan los tres
materiales de control preparados anteriormente (3,0, 30
y 120mg/l). Para el calculo de la imprecision y sesgo
intraseriales se procesan 10 veces, en una Unica serie y
en un mismo dia, los tres materiales de control. Por otra
parte, para el calculo de la imprecision y sesgo interdiarios,
se procesan las mismas muestras 10 veces, durante 20 dias
no consecutivos, utilizando una Unica serie por dia. Los
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valores convencionales empleados para estimar los sesgos
corresponden a los valores asignados mediante pesada.

Eficiencia del proceso cromatografico (recuperacion y
efecto matriz)

El estudio de la eficiencia del proceso cromatografico esta
basado en la guia de la EMA'3, en las recomendaciones del
CLSI'*"> y en el procedimiento descrito por Viswanathan et
al."®. Para llevarlo a cabo, se utilizan tres tipos de mues-
tras diferentes a un valor de 3,00; 30,0 y 120mg/l para
cada antibiotico y a un valor de 2,0mg/l, para los PI. Para
cada uno de los antibidticos y PI, estos tres tipos de mues-
tras son: soluciones primarias de CFT, MEM, PIP y de sus
correspondientes Pl diluidas con la fase mdvil A (muestras
A); seis muestras de plasma de pacientes diferentes que
no contienen ninguno de los antibioticos y a las que se les
anade CFT, MEM, PIP o PI después del proceso de extraccion
(muestras B); y las mismas 6 muestras a las que se les adi-
ciona CFT, MEM, PIP o PI antes del proceso de extraccion
(muestras C).

A partir de las areas de los picos cromatograficos obte-
nidos después de procesar aleatoriamente todas estas
muestras, el porcentaje de recuperacion (RE) y del fac-
tor de efecto matriz (ME) para cada antibiotico se calculan
como:

(Media areas muestras C)
RE (%) = - -100
%) (Media areas muestras B)

(Media areas muestras B)
ME (%) = : -100
(%) (Media areas muestras A)

Asi mismo, para conocer si los Pl son capaces de com-
pensar el posible efecto matriz ocasionado en la fuente de
ionizacion, se calcula el porcentaje del factor de efecto
matriz normalizado (n-ME) a partir de la siguiente formula:

n — ME (%)

(Media areas muestras B)/(Media areas muestras B)p,

" (Media areas muestras A)/(Media areas muestras A)p,
-100

Estabilidad

Se lleva a cabo un estudio de la estabilidad a corto (a los
1, 3y 7 dias a 5+3°C) y a largo plazo (a los 6 meses a -
80°C) empleando los materiales de control, y un estudio de
la estabilidad en el muestreador (alas 6, 12y24ha4+1°C)
utilizando los extractos de los materiales de control.

Para cada estudio y magnitud farmacoldgica, se procesan
las distintas muestras 10 veces y se evalla la estabilidad
calculando la diferencia relativa porcentual (PD) utilizando
la siguiente ecuacion:

100 <~ /X —Y
PD(%) = — - ( )
n i=1

Y

Donde X; es cada uno de los valores obtenidos para
las diferentes muestras utilizadas una vez trancurrido el
periodo de almacenamiento de las mismas, Y es el valor
tedrico asignado, y n es el niUmero de veces que se han
procesado las muestras (n=10, en nuestro caso).

Segln la EMA, se considera que las magnitudes son esta-
bles si la PD obtenida esta comprendida entre & 15%.

Aplicacion en muestras biologicas

El procedimiento basado en la UHPLC-MS/MS descrito esta
siendo empleado en un programa de optimizacion de la tera-
pia antibiética en pacientes criticos, que ha sido aprobado
por el Comité de Etica de nuestro hospital y cumple con los
requisitos de la Asociacion Médica Mundial y la Declaracion
de Helsinki.

Pacientes

Se evalla la aplicabilidad del procedimiento UHPLC-MS/MS
procesando diferentes muestras de pacientes ingresados en
el Servicio de Medicina Intensiva de nuestro hospital. Estos
pacientes sufren algln tipo de infeccidn bacteriana grave y
son tratados con alguno de los antibi6ticos incluidos en el
presente estudio (tabla 2).

Administracion antibiotica

De acuerdo con los criterios del clinico, la estrategia tera-
péutica consiste en la infusion continua de alguno de los
antibioticos en estudio, previa administracion de una dosis
de carga (infusion durante 30 min) seguida de una dosis de
mantenimiento (tabla 2). Asimismo, si a las 48 h del inicio
del tratamiento los valores de las diferentes magnitudes far-
macologicas eran superiores a 4 veces la CMI, la dosis del
farmaco fue reducida segun el criterio del clinico (tabla 2).

Recogida de la muestra

Las muestras de los pacientes se obtienen pasadas 24-48h
del inicio del tratamiento antibidtico para garantizar que la
concentracion del farmaco se encuentra en las condiciones
de estado estacionario. Adicionalmente, se recogen mues-
tras a las 24 h después de un cambio de dosis. Estas muestras
se obtienen mediante puncion venosa y se recogen en tubos
de plasma que contienen heparina de litio (Vacuette S. A.,
Madrid). Seguidamente, son centrifugadas a 2.000 g durante
10 min a 4°C y el sobrenadante obtenido es alicuotado y
almacenado a -80°C hasta su procesamiento.

Resultados y discusion

Condiciones cromatograficas

Durante el desarrollo del procedimiento de medida basado
en la UHPLC-MS/MS se han combinado varias fases movi-
les y columnas especificas de UHPLC permitiendo optimizar
la resolucion y eficacia cromatograficas, asi como obte-
ner unos picos cromatograficos simétricos, unas relaciones
S/N elevadas y unos tiempos de retencion reducidos. En lo
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Informacion relacionada con pacientes ingresados en el Servicio de Medicina Intensiva de nuestro hospital que presentan algin tipo de infeccion bacteriana

Tabla 2

Concentracion del
antibiotico en el

Concentracion del
antibiotico en el

Dias de

Antibiotico

Patogeno aislado causante

de la infeccion

Dosis/frecuencia
alas 48 h (g/h)

Dosis/frecuencia
inicial (g/h)

CMI

Paciente

tratamiento

administrado

(mg/l)

estado estacionario
alas 72h (mg/l)

44,7

estado estacionario
a las 48 h (mg/l)

72,2

3/24

4/24
5/24
12/24

5
2
3
3
4
5

Ceftazidima
Meropenem

8,0

Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus

Escherichia coli

33,5
99,7

2,0
16,0

<1,0

<1,0

76,2

11/24
4/24
4/24

10/24

Piperacilina

20,0

54,2
48,8

6/24
5/24
12/24

Ceftazidima
Meropenem

Proteus mirabilis

29,4

)

2,0

Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae

36,5

81,8

Piperacilina

CMI: concentracion minima inhibitoria.

El paciente fue exitus al segundo dia del tratamiento.

*

concerniente a las fases maviles evaluadas, la utilizacion de
agua conjuntamente con acetonitrilo en lugar de metanol
como solvente organico, ha dado lugar a una mejor separa-
cion cromatografica y una mayor sensibilidad (metroldgica)
en el espectrometro de masas. Por otra parte, el hecho de
anadir acido férmico -en una proporcion de volumen de
0,1%- a las fases moviles en lugar de acetato o formiato
de amonio (a diferentes concentraciones) ha producido
un incremento de la sefal analitica en el detector como
consecuencia de la disminucion del ruido de fondo. Res-
pecto a las columnas de UHPLC estudiadas (Acquity upPLC®
BEH 2,1 x 50 mm, 1,7 pwm; Acquity UPLC® BEH 2,1 x 100 mm,
1,7 wm; Acquity UPLC® HS$T32,1 x 50mm, 1,8 pmy Acquity
UPLC® HSS T3 2,1 x 100mm, 1,8 wm; todas ellas de Waters),
la Acquity UPLC® BEH 2,1 x 100mm, 1,7 pm, en combina-
cion con las fases madviles mencionadas y trabajando en la
modalidad de gradiente, es la que nos ha permitido obtener
una mejor resolucion y eficacia cromatograficas.

En las condiciones cromatograficas descritas, los tiem-
pos de retencion para la CFT, Ds-CFT, MEM, Ds-MEM, PIP y
el Ds-PIP son 1,11; 1,11; 1,12; 1,12; 1,38 y 1,38 min, res-
pectivamente (fig. 2). El tiempo de analisis es 3,5 min,
inferior al obtenido en otros procedimientos previamente
reportados®'".

Condiciones del espectrometro de masas

Los parametros del espectrometro de masas se han optimi-
zado mediante la infusion directa de los antibioticos y sus
Pl, a una concentracion de 10 mg/l, en una solucion de acido
formico 0,1% en agua: acetonitrilo (50:50 v/v) y a un flujo de
20 uL/min. Para cada farmaco, la utilizacion de la ionizacion
mediante electroespray en modo positivo (ESI+) ha permi-
tido obtener una mayor sensibilidad metrolégica, siendo los
iones precursores mas abundantes los correspondientes a los
aductos del farmaco protonado ([M-H]*). La seleccion de los
iones producto se ha llevado a cabo estudiando los patrones
de fragmentacion de los iones precursores en la célula de
colision del espectrometro de masas en tandem. Todos los
farmacos se han detectado trabajando en la modalidad MRM,
monitorizando los iones precursores y los iones producto que
han presentado una mayor sefal analitica. Para evitar erro-
res en la identificacion de los antibioticos estudiados, asi
como para confirmar la ausencia de otros componentes simi-
lares en la muestra que hayan podido coeluir y contribuir
falsamente la deteccion de estos farmacos, se han empleado
dos transiciones MRM: una para la cuantificacion y otra para
la confirmacion (tabla 1).

Preparacion y tratamiento de las muestras

Pese a que la precipitacion de proteinas no es el pro-
cedimiento de preparacion de muestras mas idéneo para
obtener recuperaciones aceptables y prevenir el efecto
matriz que puede producirse durante el proceso de ioniza-
cion de las muestras, en nuestro estudio, la combinacion
de una precipitacion de proteinas con acetonitrilo seguida
de una dilucion subsiguiente del extracto con agua, sim-
plifica el procedimiento de extraccion publicado por otros
autores® "¢ y da lugar a valores de recuperacion y efecto
matriz aceptables (tabla 3).
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Validacién c —_ ~
> gl 2 2
Procedimiento de calibracion = & ?En :r', - =
s |Bigls 8.8
Todas las curvas de calibracion obtenidas son lineales entre a gl '="'="
0,5mg/ly 175 mg/l. A modo de ejemplo, alguna de las ecua- a o] s = =
ciones de calibracion obtenidas son: y=2,6485-x+2,9698 £ E = o‘j :“ ‘;‘
(r*=0,9944) para CFT, y=0,1756-x+0,1759 (r? =0,9953 para % % g ~ = I
MEM) y y=0,3947-x+0,1750 (r?=0,9995) para PIP. Las = £ g. S 8 o
diferencias porcentuales relativas obtenidas, entre las con- g g M= 1= 1 = |
centraciones de masa de los antibidticos calculadas y - & =
o . . © (] — O —
tedricas, estan comprendidas entre 1,5y 15,0% para todos E v |l=|% < ®
los materiales de calibracion. Estos porcentajes cumplen E g °E” § g, E
con el criterio establecido por la EMA (£ 15% y+20% a S 518l & o
valores cercanos al LLOQ). Q S22 8
(]
© —_
8 = s =
Selectividad g Sle = v
(0] Sl W =
© o | 0 o <
De acuerdo con la EMA"| un procedimiento de medida debe S SN
ser capaz de diferenciar los componentes de interés y sus Pl g P
de potenciales interferentes que puedan existir en la mues- = Z g} 3 S
tra (por ejemplo, farmacos concomitantes). A diferencia de 3 %” - - o
otros estudios publicados” %2 se ha llevado a cabo un estu- § Sle N o
dio de la selectividad procesando muestras de pacientes que o] m|E 1= 0= 0| g
estan en tratamiento con otros farmacos. En nuestro caso, g ) = E
en ninguna de las muestras de pacientes procesadas se han o ~l=l2 =2 < &
obtenido picos interferentes en los tiempos de retencion de % 5|2 2 % u‘:; o
la CFT, MEM, PIP y sus PI, indicando que el procedimiento de N E Slad =™ = -
medida desarrollado presenta una adecuada selectividad. E g D AR g
s | _ _ 3|
N ) = N S|a
Contaminacion por arrastre 2 (23 S = =L
£ S| E m 9 dfg
8] -— — —
La guia de la EMA" describe que, durante el desarrollo y ‘§ Sl 22,8 %
validacion de un procedimiento de medida, la contamina- o . L
cion por arrastre -si es que existe- debe eliminarse o, en 9 =l N & o
su defecto, minimizarse. En contraste con la bibliografia S gl = = %’
publicada’'?, se ha realizado un estudio de la contamina- 9 S :— ?; S 4
cion por arrastre. En nuestro caso, en los tres materiales I =~ oo~
de blanco procesados, no se han obtenido picos cromato- & s - - E
graficos en los tiempos de retencion de la CFT, MEM, PIP y E o ¥ 2 o ;
sus Pl, por lo que se puede descartar la existencia de una S g S o o <
contaminacion por arrastre. 5 old oY o 5
E MmN T 1o | g
(0] —_ —_ — =
o — | N — o ©
Limite de cuantificacion S old € I o
g |.lgle ~ « |3
Los LLOQ intraseriales obtenidos son 0,55 mg/l (CV=15,6%; c |2 |<8 118188
S/N=7,8) para la CFT, 0,54mg/l (CV=16,1%; S/N=6,9) para ?8 :E P S
el MEMy 0,58 mg/l (CV=15,4%; S/N=8,1) para la PIP; mien- g § _ :. 3 a8
tras que los LLOQ interdiarios son, para la CFT, el MEM y la 5 Q| - = X E
PIP, 0,51 mg/l (CV=17,3%; S/N=5,2), 0,50mg/l (CV=18,1%; § g E o j; : i
S/N=5,5) y 0,54mg/l (CV=16,9%; S/N=5,6), respectiva- g €l 1 o101 o8
mente (tablas 4y 5). o s £ o =
Estos resultados son similares a los descritos en la S £ g =|2
bibliografia®?'2. En cambio, en otros estudios'®'!, los LLOQ P o = NES®m D 2
son inferiores a los obtenidos en el presente estudio, hecho g = 5 o2 g = g)_ =
que no es de extranar si se tiene en cuenta que estos ,_"; L 2 E C)'.’ :'3-’-2. § &L
han empleado procedimientos de extraccion mas «limpios» E #3 E “S é’g seg E

(extraccion en fase sélida o extraccion liquido-liquido).
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Cromatogramas MRM obtenidos para la ceftazidima, el meropenem, la piperacilina y sus correspondientes patrones internos

en el material de control que presenta una concentracion de 3,00 mg/L.

Tabla 4 Valores de imprecision y sesgo intraseriales obtenidos en el sistema de medida Acquity” UPLC"-TQD® para la concen-
tracion de masa de ceftazidima, meropenem y piperacilina en el plasma

Antibiotico  Material cercano al LLOQ Material de control 1 Material de control 2 Material de control 3

x (mg/l) CV (%) & (%) x (mg/l) CV (%) & (%) x(mg/l) CV (%) & (%) x(mg/l) CV (%) & (%)
Ceftazidima 0,55 15,6 10,2 3,22 8,5 7,3 31,1 5,5 3,7 128 2,3 6,7
Meropenem 0,54 16,1 8,6 3,06 8,1 2,0 30,5 5,8 1,7 122 3,4 1,7
Piperacilina 0,58 15,4 16,0 3,33 7,5 11,0 31,5 5,3 5,1 130 2,0 8,5

CV: coeficiente de variacion; LLOQ: limite de cuantificacion; §: sesgo relativo; x: media.

Tabla 5

Valores de imprecision y sesgo interdiarios obtenidos en el sistema de medida Acquity” UPLC®-TQD® para la concen-

tracion de masa de ceftazidima, meropenem y piperacilina en el plasma

Antibiotico LLOQ Material de control 1 Material de control 2 Material de control 3

x (mg/l) CV (%) 6 (%) x(mg/l) CV (%) 6 (%) x(mg/l) CV (%) & (%) x(mg/l) CV (%) & (%)
Ceftazidima 0,51 17,3 2,4 3,36 10,8 12,0 33,4 7,7 11,3 129 5,0 7,3
Meropenem 0,50 18,1 0,8 3,22 10,1 7,3 30,9 7,4 3,0 126 4,9 4,6
Piperacilina 0,54 16,9 8,4 3,13 8,9 4,3 31,5 6,7 5,0 124 3,5 3,3

LLOQ: limite de cuantificacion; CV: coeficiente de variacion; §;: sesgo relativo; x: media.

Imprecision y sesgo

Los valores de imprecision y sesgo intraseriales e interdiarios
obtenidos (tablas 4 y 5) no superan los requisitos metroldgi-
cos para la imprecision y el sesgo relativo (en valor absoluto)
establecidos por la EMA3 y el CLSI'*"™ (< 15% y<20% a
valores cercanos al LLOQ), y son similares o inferiores a los
obtenidos en publicaciones previas®~'2. Los resultados obte-
nidos indican que el procedimiento de medida desarrollado
es preciso y veraz.

Eficiencia del proceso cromatografico
(recuperacion y efecto matriz)

Los valores de RE, ME y n-ME obtenidos se muestra en la
tabla 3. Aunque se obtienen valores de RE relativamente

bajos, la utilizacion de los Pl seleccionados permite com-
pensar la pérdida de los antibioticos durante el proceso de
extraccion de la muestra, con independencia de cual sea
el valor de la magnitud, y con una imprecision aceptable
(< 15%). En cuanto a los valores de ME, se puede observar
que existe una sobreexpresion ionica para todos los antibio-
ticos, que es compensada por la utilizacion de los Pl. Los
resultados obtenidos son similares a los publicados por otros
autores®%12,

Estabilidad

Las diferentes magnitudes farmacoldgicas son estables 3 dias
a5+3°C (PD < —13,7%)y 6 meses a —80°C (PD < —8,4%).
Por otro lado, dentro del muestreador del sistema croma-
tografico, estas son estables un maximo de 12 h a 44+1°C
(PD < —14,4%). Los valores negativos de las PD indican
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una descomposicion o degradacion de los antibidticos a
lo largo del periodo de almacenamiento de las muestras.
La reducida estabilidad de las magnitudes relacionadas
con los antibidticos en estudio es un hecho conocido'-"?,
principalmente, en los extractos de las muestras y a tempe-
ratura ambiente. Por ello, es importante que los extractos
se mantengan a temperatura de refrigeracion durante un
periodo de tiempo inferior a 12 h.

Aplicacioén clinica

Las concentraciones de masa de CFT, MEM y PIP en el plasma
obtenidas para los pacientes criticos con sepsis se muestran
en la tabla 2. A las 48 h del inicio del tratamiento, todos
los valores fueron consistentes con la situacion clinica de
los pacientes (es decir, disminuciéon o ausencia de fiebre,
remision de la infeccidn, etc.) observada por los clinicos.
Pese a ello, estos valores fueron claramente superiores a 4
veces la CMI del patogeno en cuestion y, en consecuencia, la
dosis del antibiotico administrada fue reducida y mantenida
hasta erradicar completamente la infeccion®”’. A las 72 h
del inicio del tratamiento, los valores de la concentracion
de CFT, MEM y PIP disminuyeron y continuaron estando por
encima de 4 veces la CMI (tabla 2).

Conclusiones

En este trabajo se ha desarrollado y validado un procedi-
miento de medida basado en la UHPLC-MS/MS que permite
la medicion simultanea de la concentracion de masa de
CFT, MEM y PIP en el plasma. Teniendo en cuenta el tiempo
de analisis y las propiedades metroldgicas obtenidas, este
podria ser Gtil para la realizacion de estudios PK/PD y para
la monitorizacion farmacoterapéutica de estos antibioti-
cos en diferentes tipos de pacientes, particularmente, en
pacientes criticos con sepsis, posibilitando asi una mejor
comprension de la eficacia de estos farmacos en este tipo
de pacientes.

Responsabilidades éticas

Protecciéon de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a las
normas éticas del comité de experimentacion humana res-
ponsable y de acuerdo con la Asociacion Médica Mundial y
la Declaracion de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
han seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre
la publicacion de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores han obtenido el consentimiento informado de los
pacientes y/o sujetos referidos en el articulo. Este docu-
mento obra en poder del autor de correspondencia.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses.
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