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I. DOCENCIA

El presente Master “Residuos de plaguicidas y contaminantes. Control alimentario y ambiental”,
curso 2010-2011, consta de 60 créditos ECTS y esta estructurado en 5 médulos. Los tres primeros
modulos son de contenido tedrico, el cuarto de caracter practico y un quinto correspondiente al
Trabajo Fin de Master.

A continuacion se describen, los aspectos mas relevantes de los mismos:

Modulo 1. Plaguicidas (12 ECTS)

Médulo 2. Contaminantes (9 ECTS)

Moédulo 3.Gestion de laboratorios (9 ECTS)

Moédulo 4. Experimentacion en Técnicas Cromatograficas (15 ECTS)
Modulo 5. Proyecto Fin de Master (15 ECTS)

MODULO I - PLAGUICIDAS

Se desarrollan las siguientes asignaturas:

Politicas de seguridad alimentaria (3 créditos, cursada).
Plaguicidas. Aplicaciones y tendencias (3 créditos, cursada).

Registro de plaguicidas (3 créditos, cursada).
Formulaciones de plaguicidas. Liberacion controlada (3 créditos, cursada).

E o I

Con este modulo se han adquirido las bases para una politica alimentaria efectiva, determinando
cuales son los riesgos tanto potenciales como reales para la salud de los consumidores derivados de
los alimentos, tanto a nivel de la produccién como de su procesado, estableciendo medidas de
caracter legislativo en el marco nacional y supranacional y sistemas de control eficaces que aseguren

la correcta aplicacion de esta normativa.

Yolanda Maturana Navarrete 4



“Evaluacion de los niveles de antimicrobianos en fluidos biolégicos tras su aplicacion a pacientes”

Se han definido y clasificado los plaguicidas, establecido las cualidades exigibles por la industria

agroquimica y los procedimientos de registro, asi como los procedimientos y normas establecidos

por la Organizacion para la Agricultura y Alimentacion (FAO), Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (EPA) y la Unién Europea (UE).

Ademas se han abordado aspectos sobre tipos, aplicaciones y formulaciones de liberacion controlada

de plaguicidas, considerando tanto la eficacia como su impacto en el medioambiente.

MODULO II - CONTAMINANTES

Consta de las siguientes asignaturas:

1. Calidad y trazabilidad alimentaria (3 créditos, cursada).
2. Contaminacion y remediacion de suelos (3 créditos, cursada).

3. Contaminantes. Significacion alimentaria y ambiental (3 créditos, cursada).

Se introducen los conceptos basicos en seguridad alimentaria, revisando los principios generales y
tomando como referencia tanto las definiciones del Codex Alimentarius como las que dan los
reglamentos basicos en legislacion alimentaria. Seguidamente se definen los conceptos de
trazabilidad, el plan plurianual de control oficial y la organizacion de controles oficiales, fijando

histéricamente su aparicion y explicando la legislacién que los define y desarrolla.

Se ha proporcionado una vision sobre los contaminantes mas relevantes en el suelo y los diferentes

métodos y técnicas para la prevencion, asi como para la remediacion de suelos contaminados.

Finalmente se han abordado aspectos de toxicologia general, alimentaria y ambiental, destacando la

clasificacion de sustancias toxicas, el fendmeno toxico y las fases de la accion téxica.
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MODULO III - GESTION DE LABORATORIOS
Consta de las siguientes asignaturas:

1. Muestreo. Preparacion de muestras (3 créditos, cursada).
2. Tratamiento de datos analiticos. Control de calidad (3 créditos, cursada).
3. Gestién de la calidad en laboratorios (3 créditos, cursada).

En este modulo se hace referencia a los requisitos basicos del muestreo y los distintos tipos de
métodos de muestreo. Se estudia como disefiar un plan de muestreo, los errores asociados al mismo
y la legislacion relacionada. Por otro lado, se estudian los distintos procedimientos de la preparacion

de muestra, asi como una clasificacién de las técnicas de extraccion.

Se han expuesto los tipos de tratamientos de datos analiticos, control de calidad y la validacion de

métodos analiticos cualitativos y cuantitativos.

Ademas se incide en los sistemas de calidad, comentandose las normas de calidad y gestién
ambiental habituales en laboratorios aplicadas a la gestion de la calidad en los laboratorios de ensayo
y la elaboracion de documentos relacionados con el manual de calidad. Se estudian las normas de

gestion y de acreditacion de laboratorios, ademas de conocer las buenas practicas de laboratorio.
MODULO IV — EXPERIMENTACION EN TECNICAS CROMATOGRAFICAS
Consta de las siguientes asignaturas:

1. Espectrometria de masas (3 créditos, cursada).
2. Exposicién a plaguicidas (3 créditos, cursada).
3. Experimentacion en técnicas cromatograficas (9 créditos, cursada).

En este médulo se han adquirido conocimientos sobre los fundamentos de la técnica de
espectrometria de masas, y los distintos tipos de fuentes de ionizacion, analizadores y modos de

operacion.
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Se ha evaluado la aplicaciéon de la espectrometria de masas a la identificacion de productos de

transformacion y rutas de degradacion de plaguicidas en el campo agroalimentario y ambiental.

Ademas se estudiaron metodologias analiticas para la evaluacion de riesgos de exposiciéon humana a

plaguicidas, como consecuencia de su aplicacion en cultivos intensivos.

La ultima materia (Experimentacion en técnicas cromatograficas) ha sido fundamentalmente de
caracter experimental. Asi se han realizado trabajos de laboratorio donde se evaluaron las técnicas
cromatograficas, tanto de liquidos como de gases acopladas a detectores convencionales (p. €j.
fluorescencia) y avanzados (espectrometria de masas), estudiando la influencia en la determinacién

de contaminantes orgénicos tanto de los parametros cromatogréaficos como del sistema de deteccion.
MODULO V - TRABAJO FIN DE MASTER (15 CREDITOS)

El trabajo fin de Master titulado: “EVALUACION DE LOS NIVELES DE ANTIMICROBIANOS EN
FLUIDOS BIOLOGICOS TRAS SU APLICACION A PACIENTES” se encuadra en la linea de
investigacion titulada “Métodos analiticos para residuos y contaminantes organicos en muestras
alimentarias, ambientales y biol6gicas mediante técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria

de masas”.
En el desarrollo de este trabajo de investigacion se han adquirido habilidades y conocimientos para:

1- El tratamiento y anélisis de datos experimentales.

2- Busqueda de informacion relacionada con el trabajo cientifico desarrollado.

Cabe mencionar finalmente, que la realizacion de las asignaturas cursadas en el Master, asi como el
desarrollo del Trabajo de Fin Master, me han permitido adquirir determinadas competencias, entre
las que se pueden mencionar capacidad de planificaciéon y organizacién basadas en criterios de
calidad y eficacia, siendo éstas fundamentales tanto para la consolidacién de la formacion cientifica

como para el desarrollo profesional.
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Il. MEMORIA CIENTIFICA

1.OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es la evaluacion de las concentraciones de antimicrobianos
(aminoglucdsidos, macrdlidos, B-lactamicos, quinolonas, penicilinas, cefalosporinas, carbapenes,
glicopéptidos y polipéptidos) en distintos fluidos biolégicos, (orina, suero, esputo y liquido

cefalorraquideo),

obtenidos mediante un método de cromatografia de liquidos de ultra presion (UHPLC) acoplado a un
analizador de triple cuadruplo (MS/MS).

2.INTRODUCCION

2.1. Antimicrobianos en fluidos biolégicos humanos

Los antimicrobianos son sustancias quimicas que actian impidiendo o disminuyendo la propagacion
de las bacterias en su medio ambiente. Dependiendo del origen de la sustancia, se pueden dividir en
antibiticos, cuando son sustancias producidas de forma natural o semi-sintética por los

microorganismos y quimioterapicos cuando tienen un origen sintético [1].

Hace un cuarto de siglo expertos en enfermedades infecciosas manifestaron que la lucha contra las
infecciones habia sido ganada, al parecer, gracias a los avances sanitarios, el incremento del
consumo de agua potable y las mejores condiciones de vida existentes, unido a los programas de
vacunacion, el desarrollo de los antimicrobianos y, quizas, al hecho de haberse erradicado la viruela

en el mundo [1].

Pero si hoy se analiza nuevamente la situacién podra comprobarse que el panorama es bien distinto.

Después de 70 afios de tratamiento con antimicrobianos, los procesos infecciosos son aun la causa

principal de las muertes que se producen en el mundo.
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Entre los factores que han influido en el progreso hacia la situacion actual, sobresalen [1,2]:

+¢ la aparicion de nuevos microorganismos
el resurgimiento de viejos agentes patogenos
¢ las resistencias bacterianas

¢ las migraciones

< el cambio climético

Aquellos microorganismos que no se ven afectados por la presencia de los antimicrobianos en su
hébitat son considerados resistentes. Esto es debido a que la utilizacién de los antimicrobianos
produce el efecto indeseado de seleccionar cepas bacterianas resistentes a los mismos, ya sean 0 no

patdgenas.

Este fendmeno se puede producir sobre bacterias resistentes que de forma natural se encuentren en el
medio antes de que se produzca el tratamiento antimicrobiano o bien porque se generan durante el

proceso infeccioso y su tratamiento.

Las bacterias responden ante la presion selectiva ejercida por los antimicrobianos de forma que en el
nuevo ambiente solo sobreviven los microorganismos mas aptos en sentido evolutivo, es decir los
mas resistentes [3]. Asi pues, la resistencia antimicrobiana es una inevitable respuesta evolutiva al

empleo de antimicrobianos [4].

Al principio la industria farmacéutica fue capaz de proporcionar una corriente de nuevos
antimicrobianos eficaces contra bacterias resistentes, pero pocos agentes nuevos han sido
desarrollados en las dos décadas pasadas. En consecuencia muchos microorganismos aislados son
ahora resistentes a la terapia convencional y a casi todos los agentes disponibles, lo que ha

conducido a algunos observadores a especular sobre el final de la era del antimicrobiano [5-7].
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Por ello durante varias décadas pasadas, el campo de direccién antimicrobiana ha sido conducido
hacia dos desafios significativos. Primero la dramatica reduccion de la velocidad de desarrollo y

numero de nuevas clases de antimicrobianos disponibles y, segundo, la subida inexorable de

resistencias antimicrobianas, tanto entre bacterias gram positivas como gram negativas, que puede

conducir a infecciones intratables por agentes antimicrobianos.

Las infecciones causadas por estos microorganismos y el uso excesivo de antimicrobianos aumentan
el porcentaje de morbilidad y mortalidad de los pacientes. Ademas, en el caso de bacterias
resistentes, la permanencia en el hospital deberia ser més larga y los pacientes deberian ser tratados
con medicamentos mas costosos y a veces mas toxicos [8,9]. De esta forma, los principales gastos
adicionales de los hospitales son aquellos asociados con la permanencia prolongada [10], asi como,
el asociado a la asistencia médica unida con los organismos multiresistentes, como resultado del
control de la infeccion. Por lo tanto, los hospitales tienen que identificar y aislar a pacientes

infectados por las bacterias resistentes para impedir su extension a otros [11].

Inicialmente el objetivo de monitorizar las concentraciones plasmaticas de antimicrobianos obedecia
al intento de evitar toxicidad por sobredosificacién o ineficacia por infradosificacion [12].
Actualmente se han propuesto diferentes relaciones farmacocinéticas y farmacodindmicas que se han
asociado con efectividad y con prevencion de la multirresistencia [13-18]. Estos aspectos son
especialmente importantes en pacientes criticos, en los que es necesario optimizar precozmente las
concentraciones de antimicrobianos en el lugar de la infeccion y en los que, por otra parte, existen
multiples situaciones que modifican las concentraciones esperadas con la administracion de las dosis
establecidas como alteraciones del metabolismo y/o excrecién, cambios en el volumen de

distribucion e interacciones farmacoldgicas [19,20].

También la medicina terapéutica supervisada (TDM) es considerada un instrumento importante en
ajustes clinicos, sobre todo, en pacientes con infecciones serias que sufren tratamiento a largo plazo,
ya que, permite y corrige el mantenimiento relativo de la concentracion de los medicamentos,

supervisandolos en la corriente sanguinea [21].
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Entre los principales antimicrobianos que se pueden administrar a los pacientes se encuentran los

recogidos en la Tabla 1, la cual muestra una clasificacion de los mismos [1,22,23], indicando

algunas de las caracteristicas principales de estos compuestos.
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‘I'abla 1: Clasificacion de los antimicrobianos por su estructura quimica, origen y mecanismo de accion

Mecanismo de Accién

Clase de antimicrobiano

Subclase antimicrobiano

Antimicrobiano

Actian a nivel de la pared bacteriana

Fosfomicinas

Fosfomicinas

Fosfomicinas

Cicloserina

Cicloserina

Cicloserina

e

Bacitracina

Bacitracina

B-Lactémicos

Naturales

Penicilina G

Penicilina V

Meticilina

Penicilinasa Resi

Cloxacilina

Penicilinas

Dicloxacilina

Oxacilina

Semisintéti

Amplio espectro

Amoxicilina

Ampicilina

Ticarcili

Piperacilina

1* Generacitn

Cefazolin

Cefalexina

Cefalotina

2" Generacién

Cefuroxina

Cefotetan

Cefoxitina

Cefalosporinas

3" Generacién

4 G

Cefepima

Cefpiroma

Monobactams

Aztreonam

Carbapenems

Imipenen

Meropenen

Inhibidores f-lactamasas

Naturales

Ac. Clavulamico

Sintéticos

Sulbactan

Tazobactan

i 5

Uso clinico

Vancomicina

Teicoplanin

Promotor de crecimiento

Daptomicina
Avoparcina

Actiian a nivel de la membrana celular b

Polimixinas

Polimixina B

Colistina

lonoforos

Valinomicina

Granamicina
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Mecanismo de Accién Clase de antimicrobiano Subclase antimicrobiano Antimicrobiano Efecto
Se aislé de Micromonospora spp. Gentamicina
Estreptomicina
Apramicina
ki a Noemicina S
e o aislo de Streptomyces spp. terici
Aminoglic YA Kanamicina
Tobramicina
Amikacina
Se aislo de Streptomices spectabilis Espectinomicina
Espiromicina Bacteriostitico
Naturales Josamicina
Macrélidos
Tilmicosina
Tilosina Bactericida (estreptococos)
Actian a nivel de la sintesis de proteinas Semisinteticos Claritromicina
Lincomicina
Lincosamidas Lincosamidas Clindamicina Bacteriostatico
Pirlimicina
. Grupo A Dalfopristina Bacteriostatico (VRE)
Estreptogramidas .
Grupo B Quinupristina Bactericida (MRSA)
) Tetraciclina
Corta duracién
Oxitetraciclina
Tetraciclinas Bacteriostitico
Duracion Intermedia Metaciclina
Larga duracion Doxiciclina
] Cloranfenicol
Fenicoles Fenicoles :
Florfenicol Bacteriostatico
Fusidanos Fusidanos Acido Fusidico
Oxozelidonas Sintéticos Linezolid
Acido Nalidixico
Primera generacion (quinolonas) Acido Oxolinico
Flumequina Bactericida
. Ciprofloxacina
Quinolonas Segunda generacion (Fluoroquinolonas)
Norfloxacina
Actian a nivel de | a sintesis de acidos
lei T ion (Fl inolonas) "
nucleicos ercera generaci uoroquinolonas
i e Enrofloxacina Bactericida
Cuarta generacion (Fluoroquinolonas) Moxifloxacino
Novobiocina Novobiocina Noocinavobi Bactericida/Bacteriostatico
: 7 Naturales Rifampicina B
Rifampicina R " e Bactericida
Semisintéticas Rifampicina
Sulfamidas Sulfamidas Sulfafurazol
Actian como Antimetabolitos Bacteriostatico

* Los antimicrobianos marcados en negrita son los incluidos en el estudio
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A continuacion se comentan las caracteristicas de algunos de los antimicrobianos mas significativos
de las distintas familias estudiadas.

Amoxicilina y ampicilina son antimicrobianos B-lactamicos que pertenecen al grupo de las
penicilinas y que han sido extensamente usadas durante mas de 80 afios y todavia son considerados
como uno de los grupos mas importantes de antimicrobianos. Son de amplio espectro y han sido
clinicamente empleados contra bacterias gram positivas y gram negativas. La amoxicilina es una -
amino-substituida, antimicrobiano B-lactimico muy usado, debido a su amplio espectro y bajo
precio. Tiene una accién bactericida e inhibe la biosintesis de la pared celular bacteriana, atacando a
las enzimas que generan las proteinas de dicha pared celular. Dos metabolitos principales de la
amoxicilina son el acido amoxiciloico y amoxicilina (5R) piperazina-2’,5’-diona o amoxicilina (5S)
piperazina-2’,5’-diona. Estos metabolitos han perdido la actividad antibacteriana del precursor y el
acido amoxiciloico podria tener propiedades potencialmente alérgicas.

Ampicilina es muy eficaz contra bacterias gram negativas y gram positivas. Es usado en el
tratamiento de infecciones del intestino, urinarias y extensiones respiratorias. Muestra una actividad
antimicrobiana inferior que la amoxicilina debido a su peor efecto antimicrobiano contra

estreptococos hemolitico activo y neumococo.

Piperacilina es un antimicrobiano p-lactamico de amplio espectro de la familia de las
ureidopenicilinas. Es usada extensamente en conjunciéon con tazobactam, un inhibidor de -

lactamasas [25].

Ceftriaxona es una cefalosporina de amplio espectro contra bacterias gram positivas y la mayor
parte de bacterias gram negativas. A causa de su perfil farmacocinético es el agente antimicrobiano

con mas frecuencia prescrito [26].

Cefepime (hidrocloruro), que fue aprobado para el empleo clinico el 16 de mayo de 1997, es una
cefalosporina, antimicrobiano de amplio espectro extensamente usado por clinicos y cirujanos. Se
suele emplear para combatir determinadas enfermedades como: pulmonia, terapia empirica febril,
infecciones urinarias de extension sencillas y complicadas, infecciones de piel sencillas y

complicadas, asi como, infecciones intra-abdominales complicadas [27).
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Imipenem es el primer miembro de una nueva clase de antimicrobianos B-lactamicos, los
carbapenemes que tienen una actividad de amplio espectro contra bacterias aerobias y bacterias

anaerobias. Es hidrolizado a nivel renal al unirse con la enzima deshidropeptidasa-I (DHP-I).

Daptomicina es un antimicrobiano lipopéptido ciclico autorizado en Europa para el tratamiento de
tejido complicado de la piel y suaves infecciones en adultos. La estructura unica de la daptomicina
apareja un modo completamente nuevo de accidén, implicando su insercion en la membrana
citoplasmatica de bacterias gram positivas, la formacién secundaria de poros y la subsiguiente

muerte de la célula, causada por la despolarizacion de la membrana [28].

Tobramicina es un antimicrobiano aminoglucésido extensamente usado contra infecciones de
bacterias gram negativas. Es usado con regularidad en combinacién con polimixina E y anfotericina
B, para uso local en la cavidad bucal y estbmago como parte de la descontaminacion selectiva de la
via digestiva (SDD). Se acerca a objetivos de erradicar la colonizaciéon de microorganismos aerobios

potencialmente patégenos del estomago.

En pacientes con SDD en tratamiento en la unidad de cuidados intensivos (UCI) se ha mostrado que
se reducen el numero de infecciones fugaces por gram negativos, disminuyendo la estancia en UCI
asi como la mortalidad de hospital.

Amikacina es un antimicrobiano bactericida del grupo de los aminoglucésidos usado en el
tratamiento de diferentes infecciones bacterianas. Actia uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano, impidiendo la lectura del 4cido ribonucleico mensajero (ARNm) y conduciendo a la

bacteria a la imposibilidad de sintetizar proteinas necesarias para su crecimiento y desarrollo.

Claritromicina (6-o-metileritromicina A) es un macrélido de amplio espectro de actividad
antimicrobiana. En orina se han identificado algunos de sus metabolitos principales como 14 (R)-
hidroxi-6-O-metileritromicina y (14 (R)-hidroxiclaritromicina. Como medicamento parenteral, ha

mostrado tener actividad antimicrobiana.
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Linezolid es el unico miembro autorizado del nuevo grupo de antimicrobianos sintéticos dentro de la
clase oxazolidinonas que tiene actividad contra las bacterias gram positivas y micobacterias. Ha
tenido un empleo extendido durante 10 afios, por lo que, los datos clinicos y farmacocinéticos

acumulados durante todo este tiempo son considerables [29].

Asi ha sido extensamente usado en el tratamiento de infecciones por gram positivas, siendo el Ginico
entre los antimicrobianos activos contra la multiplicacion de bacterias resistentes gram positivas,
para la cual, hay una preparacion oral con el 100 % de biodisponibilidad y un extenso volumen de
distribuciéon. Ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de una amplia gama de estas infecciones
[30]. A pesar de ser un agente bacteriostatico, los informes de los resultados de la monoterapia son

buenos en pacientes con infecciones dificiles de tratar [31].

Levofloxacino es un antimicrobiano del grupo de las quinolonas, en concreto una fluoroquinolona.
Es un enantiémero activo del ofloxacino con casi el doble de la potencia de este compuesto, pero con
una menor toxicidad. Al igual que otras quinolonas actua al inhibir el enzima ADN girasa encargada

del empaquetamiento de acido desoxirribunocleico (ADN).

El levofloxacino es efectivo contra un buen nimero de bacterias gram positivas y negativas por lo

que se considera un antimicrobiano de amplio espectro.

Moxifloxacino es uno de los medicamentos mas prometedores del grupo de las fluoroquinolonas por
su alta actividad in vitro y en vivo y por su buena tolerancia. Es un agente antibacteriano de amplio
espectro y es usado de forma particular, para infecciones de vias respiratorias [32], destacando como
la molécula de eleccion entre las fluoroquinolonas a causa de su buena actividad frente a la
tuberculosis [25,33,34].

Vancomicina es un glicopéptido de estructura compleja que se sintetiza de modo natural por
Nocardia orientalis. Su efecto bactericida se ejerce inhibiendo la sintesis de la pared celular
bacteriana ya que posee una gran afinidad a los precursores de esta estructura. Su modo de accién se

basa en alterar la accién de la transpeptidasa por impedimento estérico.
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Es sumamente efectivo frente a bacterias como S. aureus, S. pyogenes, S. viridans, S. pneumoniae,
Cl. difficile y en general con bacterias gram positivas, no asi con gram negativas, dado que el gran

volumen de la molécula le impide atravesar la primera de las membranas de éstas.

Teicoplanina es eficaz contra organismos aerobios gram positivo y organismos anaerobios. La
teicoplanina es un grupo de glicopéptidos constituido por seis especies moleculares estrechamente
relacionadas y otros componentes menores. Las actividades antimicrobianas de estos componentes
contra algunas especies microbianas son diferentes. La supervisiéon de teicoplanina en el liquido
cefalorraquideo puede ser provechoso para ciertos grupos de pacientes, para asegurar que se

mantienen las concentraciones terapéuticas [35].

Finalmente es importante destacar que mas recientemente agentes antimicrobianos como cefepime,
cuarta generacion de cefalosporinas, imipenem, antimicrobiano B-lactdmico de amplio espectro y
vancomicina, antimicrobiano glicopéptido, a menudo prescrito contra bacterias gram positiva, son
usados comunmente en la sepsis de pacientes de la unidad de cuidados intensivos de grandes

quemados.

2.2. Técnicas de analisis

En los ultimos 20 afios se han producido avances en las técnicas analiticas que han permitido la
determinacion de niveles de farmacos y sus metabolitos en distintos fluidos biolégicos. Dichas
metodologias proporcionan una determinacion fiable de este tipo de compuestos, y asi un mejor
conocimiento de su “movilidad” en el organismo y poder individualizar la dosis, teniendo presente la

variabilidad farmacocinética comentada con anterioridad [36].
Por ello, el disponer de la metodologia adecuada para una rapida extraccion, determinacioén y
cuantificacion de antimicrobianos en matrices bioldgicas implica una mejora en los resultados

clinicos, pudiendo ajustar las dosis y eficacias de los tratamientos.

Para la determinacion de antimicrobianos en fluidos biologicos, existen una gran cantidad de

métodos, tales como, ensayos microbiologicos [37,38] y ensayos inmunolégicos, por ejemplo el
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inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (FPIA) [39] y el ensayo inmunoenzimatico (EMIT)
[40].

Sin embargo, en los ultimos afios estos métodos se han visto sustituidos por el uso de la

cromatografia de liquidos (LC).

Asi, hay métodos analiticos para la cuantificaciéon en plasma humano de amikacina [41-45],
gentamicina [46-48], rifampicina [49-52] y ciclosporina A [53], empleando distintos detectores
convencionales, como ultravioleta (UV) para la determinacion de rifampicina [54] y sulfadoxina
[55], fluorescencia para la determinacién de vancomicina [56] y macrdlidos [57] y no

convencionales como la espectrometria de masas (MS) para rifampicina [58].

Sin embargo, es interesante el desarrollo de métodos analiticos, que permitan la cuantificacion
simultanea, en distintos fluidos bioldgicos de diferentes tipos de antimicrobianos, debido a que la
terapia de combinacion de antimicrobianos es ampliamente utilizada incluyendo la necesidad de una
actividad de amplio espectro y el posible desarrollo reducido de resistencias. Por ejemplo, estudios
in vitro han mostrado que la daptomicina en coadministration con aminoglucésidos, como
gentamicina o amikacina, maximiza la actividad sinérgica y bactericida contra la bacterias gram
positivas y reducen al minimo la toxicidad, debido a su acumulacién en los lisosomas de células
renales [59,60].

Es por ello por lo que se han ido desarrollando distintos métodos de deteccion simultdnea para la
cuantificacion de antimicrobianos. Asi, se han detectado conjuntamente cefepime, vancomicina e
imipemen en plasma humano por LC-UV [61], linezolid, rifampicina, levofloxacino y moxifloxacino
en plasma humano por LC-UV [62] y daptomicina, amikacina, gentamicina y rifampicina en plasma
humano por LC-MS [63]. En general, la mayoria de estos métodos destacan por la cuantificacion

conjunta de una o dos familias, como méximo, en un tiempo relativamente corto.

Sin embargo, para cubrir un amplio espectro de actuacion y reducir resistencias, se suelen combinar
antimicrobianos de familias diferentes [64-66], por lo que son preferibles las metodologias de
analisis multifamilia, ya que hacen la estrategia analitica mucho mas simple, mas barata y permiten

el control de analitos de diferentes clases, en una sola muestra.

18



“Evaluacion de los niveles de antimicrobianos en fluidos biolégicos tras su aplicacion a pacientes”

En los ultimos afios se han desarrollado metodologias analiticas que permiten dicho anélisis [67],
reduciéndose considerablemente el tiempo de analisis debido a la utilizacion de columnas con una
tamafio de particula de la fase estacionaria inferior a 2 pm, originando lo que se denomina la
cromatografia de liquidos de ultra presion (UHPLC) [68], que permite trabajar a altas presiones,
reduciendo el tiempo de andlisis en un factor entre 10-20 comparado a la LC convencional,

manteniendo una buena resolucién cromatografica [69].

2.3. Tratamiento y manipulacién de la muestra

Antes de la etapa de determinacion de los compuestos es necesario incluir una etapa de tratamiento
previo de la muestra. Asi, la aplicacién de métodos de inmunoensayo, como (FPIA) y (EMIT) en
sangre, requieren como paso inicial un pretratamiento de muestra manual, consistente en la
precipitacion de eritrocitos y proteinas con metanol y posterior centrifugacion, seguido de un
segundo paso inmunoenzimatico realizado en el equipo [70-72]. Este pretratamiento manual implica
calibraciones frecuentes, debido a la poca estabilidad del reactivo usado en el inmunoensayo [73],

por lo que son largos y laboriosos.

Por otro lado, los métodos cromatograficos cuando se utilizan con matrices complejas como fluidos
biologicos, también requieren pretatamientos de muestra, para lo que se suelen aplicar distintas
técnicas de extraccion, como extraccion en fase solida (SPE) [74-77], extraccion liquido-liquido
(LLE) usando como disolvente diclorometano o acetato de etilo [78-80] y la dispersion en matriz de
fase dispersiva (MSPD) [81,82].

Sin embargo, cuando se emplea como sistema de deteccion la espectrometria de masas, dichos
métodos suelen ser mas selectivos que los de inmunoensayo, por lo que, el tratamiento de muestra

suele ser mas rapido y sencillo [83,84].
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Productos quimicos y reactivos

Amoxicilina, levofloxacino, amikacina, ceftriaxona, vancomicina, ampicilina, tobramicina,
tazobactam, piperacilina, ceftazidina y linezolid fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia). Imipemen, sulbactam, cefepime, moxifloxacino, teicoplanina fueron adquiridos en la
Farmacopea Europea (Estrasburgo, Francia). Moxifloxacino y el acido clavulénico se obtuvieron de
Fluka (Steinheim, Alemania). Meropenen fue suministrado por LGC Stantandars (Barcelona,
Espafia) y tigeciclina de Wyeth (Madrid, Espafia). Daptomicina y claritromicina fueron
suministrados por Novartis (Barcelona, Espafia) y Doctor Esteve (Barcelona, Espafia),

respectivamente.

Se prepararon disoluciones patrén de cada uno de los compuestos (concentraciones entre 200 y 300
mg/L) mediante la pesada exacta del antimicrobiano y disoluciéon en 50 mL de metanol (grado
HPLC, Sigma), almacenandose a -20 °C en oscuridad. A continuacién se preparé una disolucién
intermedia, con una concentraciéon de 10 mg/LL de cada compuesto, a partir de las diluciones
apropiadas de las disoluciones patréon con metanol y almacenadas a — 20 °C en oscuridad. Esta
disolucién era estable durante tres semanas, periodo tras el cual era sustituida por una nueva

disolucion.

Acetonitrilo (grado HPLC) fue suministrado por Sigma. El acido férmico y el formiato aménico
fueron suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia). El agua bidestilada fue obtenida a partir de
un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EE.UU.). La disolucion de DL-dithiothreitol (DTT) fue
obtenida de Sigma-Aldrich y se prepar6 en agua bidestilada (1 %, m/v).

3.2. Instrumentacion
Los analisis cromatograficos fueron realizados usando el sistema Acquity UPLC (Waters, Milford,
MA,EE.UU.), y las separaciones fueron llevadas a cabo usando una columna Acquity UPLC BEH

C18 (100 mm x 2.1 mm, 1.7 um el tamafio de particula) de Waters. El anélisis de espectrometria de
masas fue realizado usando un analizador de triple cuadrupolo TQD (Waters, Manchester, Reino
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Unido). El tipo de ionizaciéon empleada fue la electronebulizacién (ESI) tanto en modo positivo
como negativo. La adquisicion de datos fue realizada usando el software MassLynx 4.0 (Waters).

Las centrifugaciones fueron realizadas en una centrifuga de gran volumen de Centronic (Barcelona,
Espaiia).

3.3. Método de andlisis por UHPLC-MS/MS.

La separacion cromatografica fue realizada con una fase mévil formada por metanol (eluyente A) y

una solucién acuosa de acido férmico, (0.01 %, v/v) (eluyente B), a un flujo de 0.3 mL/min.

Cada muestra fue inyectada dos veces: una en modo ESI positivo para la deteccion de la mayoria de
los compuestos y otra en modo ESI negativo para la deteccion de 4cido clavulanico y sulbactam.
Para la elucion de los compuestos detectados en ESI positivo se us6 el gradiente mostrado en la
Tabla 2.

Tabla 2. Gradiente de elucién empleado para la separacion de los compuestos detectados en
ESI positivo.

Tiempo (min.) %A %B
0.0 20 80
35 100 0
45 100 0
5.0 20 80

Se puede observar que el tiempo total de analisis cromatogréafico, incluyendo un paso de re-

equilibrado, era de 5 minutos.
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Para la elucion de los compuestos monitorizados en ESI negativo se empleo el gradiente mostrado

en la Tabla 3.

Tabla 3. Gradiente de elucion empleado para la separacion de los compuestos detectados en

ESI negativo.

Tiempo (min.) %A %B
0.0 10 90
3.0 100 0
4.0 100 0
4.3 10 90
5.5 10 90

En todos los casos (tanto en ESI positivo y ESI negativo), el volumen de inyeccion era 5 pL y la

temperatura de la columna de 30 °C.

Para la deteccion MS/MS, los parametros de la fuente de ionizacién en el modo ESI positivo y
negativo eran los mismos. El voltaje del capilar y el voltaje del extractor eran 3.0 kV y 2 V,
respectivamente. La temperatura de la fuente era 120 °C y la temperatura de desolvatacion 350 °C.
El gas de cono (nitr6geno) y el gas de desolvatacion (también nitrogeno) se fijaron a unos caudales
de 80 L/h y 600 L/h, respectivamente, y la disociacion inducida por colisién fue realizada usando

argén como gas de colision en una presion de 4 x 10-3 mbar en la celda de colision.

En la Tabla 4 se muestran los parametros de MS/MS especificos para cada antimicrobiano.
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Tabla 4. Parametros MS/MS especificos para cada antimicrobiano.

PR - Tiempo de Voltage de Transicion de Transiciéon de
retencién (min) cono (V) cuantificacién confirmacién

Tobramicina . 0.61-0.65 30 468.7>324.4 (15) | 468.7>145.2 (20)
Amikacina % 0.64-0.68 55 586.7>163.2 (30) | 586.7>264.4 (25)
Vancomicina + 0.70-0.73 30 725.6>144.2 (15) | 725.6>100.1 (20)
Imipenen % 0.82-0.95 30 300.3>142.0 (25) | 300.3>126.2 (20)
Cefepime + 0.93-1.02 25 481.4>396.3 (15) | 481.4>324.3 (17)
Amoxicilina + 0.94-1.23 20 366.2>349.4 (10) | 366.2>114.1 (20)
Tigecilina + 0.96-1.13 20 586.6>569.8 (20) | 586.6>513.6 (22)
Tazobactan + 0.99-1.23 35 301.4>168.2 (12) | 301.4>92.1 (25)
Acido clavulanico - 1.05-1.35 20 198.1>136.2 (5) | 198.1>101.1 (10)
Meropenen * 1.09-1.29 50 406.4>317.4 (20) | 406.4>276.3 (20)
Ceftazidina + 1.15-1.50 30 547.3>468.5 (10) | 547.3>167.2 (25)
Sulbactam - 1.26-1.32 25 232.1>140.2 (12) | 232.1>188.3 (10)
Levofloxacino + 1.57-1.88 20 362.3>318.6 (20) | 362.3>221.3 (35)
Ceftriaxona * 1.59-1.72 30 555.5>396.4 (10) | 555.5>167.2 (25)
Ampicilina ¥ 1.60-1.89 30 350.2>106.1 (15) | 350.2>114.1 (30)
Moxifloxacino + 2.18-2.39 45 402.5>384.6 (20) | 402.5>364.6 (25)
Linezolid + 2.56-2.65 40 338.2>296.5 (20) | 338.2>235.4 (20)
Teicoplanina + 2.57-2.68 30 941.2>316.5 (15) | 941.2>204.2 (20)
Piperacilina + 2.72-2.99 70 540.4>398.5 (20) | 540.4>182.1 (25)
Claritromicina + 3.31-3.48 40 749.1>158.2 (30) | 749.1>590.7 (20)
Daptomicina + 3.64-3.82 = 811.2>159.2 (40) | 811.2>341.6 (25)
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3.4. Método de extraccion

Los procedimientos optimizados para la extraccion de antimicrobianos de las diferentes matrices

fueron:

a) Orina: 0.5 mL de orina fueron tomados y diluidos con 1 mL de fase mévil. La mezcla era agitada

vigorosamente antes del analisis por UHPLC-MS/MS.

b) Suero: 1 mL de suero fue mezclado con 1 mL de acetronitrilo. Después se agité durante un
minuto y las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm (4136 g) durante 5 minutos. Finalmente se
tomaron 250 pL del sobrenadante y se diluyeron con 750 pL de fase mdvil antes del analisis
cromatografico.

¢) Liquido cefalorraquideo (LCR): Para el tratamiento de las muestras de LCR, se adicionaron 800
puL de fase movil a 200 pL de LCR (1:4, v/v) y la mezcla se agit6 durante un minuto, antes de

proceder a su analisis cromatografico.

d) Esputo: Por cada gramo de muestra se afiadieron 4 mL de una solucién acuosa de DTT (1 %,
m/v). A continuacién, las muestras fueran agitadas vigorosamente y centrifugadas a 5000 rpm (4136
g) durante 5 minutos. Finalmente se tomé 1 mL del sobrenadante antes de proceder al analisis

cromatografico.

3.5.Recogida de muestra

La orina, suero, LCR y esputo fueron recogidos de pacientes ingresados en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) en un hospital de Almeria (Espafia). Estos pacientes estaban medicados con
diversos antimicrobianos para el tratamiento de sus enfermedades. Las muestras fueron recogidas en
contenedores estériles e inmediatamente fueron congelados a -20 °C, con el objetivo de evitar la
degradacion del antimicrobiano durante el transporte. Las muestras fueron analizadas dentro de las

24 h siguientes a su adquisicion y antes del analisis, fueron descongeladas a temperatura ambiente.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

Como se ha comentado previamente, los datos analizados fueron recogidos de pacientes ingresados
en la ( UCI ) de un hospital.

En concreto, en el presente estudio participaron 135 pacientes, de los que se tomaron un total de
351 muestras de 4 matrices, orina, suero, esputo o LCR, analizandose un total de 21 antimicrobianos

en las mismas.

Los métodos utilizados para el analisis de estos compuestos, han sido previamente desarrollados y

validados en el laboratorio del grupo de investigacion en el que se realiza el estudio.
Es importante indicar que para célculos posteriores, en este estudio solamente se han tenido en

cuenta aquellos antimicrobianos que han sido detectados en una concentracion igual o superior a los

limites de cuantificacion establecidos para las distintas matrices (Tabla 5).
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Tabla S. Limites de cuantificacion (LOQ) de los antimicrobianos en las distintas matrices.

Compuesto LOQ - Orina LOQ - Suero LOQ - Esputo LOQ - LCF
Acido clavulanico 0.50 0.10 0.20 0.13
Sulbactam 0.50 0.10 0.20 0.10
Tobramicina 1.00 0.10 0.10 0.10
Amikacina 1.00 0.10 0.15 1.00
Vancomicina 1.00 0.50 0.40 0.30
Tigecilina 1.00 0.17 1.0 0.29
Imipenen 0.50 0.10 0.20 0.10
Cefepime 0.50 0.10 0.20 0.47
Amoxicilina 0.50 0.10 0.20 0.10
Tazobactan 1.00 0.10 1.00 1.00
Meropenen 0.50 0.50 0.50 0.5
Ceftazidina 0.50 0.67 0.10 0.10
Levofloxacino 0.50 0.10 0.03 0.06
Ceftriaxona 0.50 0.66 1.00 0.21
Ampicilina 0.50 0.50 0.10 0.10
Moxifloxacino 0.50 0.10 0.10 0.10
Linezolid 0.50 0.67 0.25 0.10
Teicoplanina 0.50 0.13 0.10 1.00
Piperacilina 0.50 0.10 0.15 0.10
Claritromicina 0.50 0.10 0.04 0.10
Daptomicina 0.50 0.10 0.50 0.10
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Los datos obtenidos del anélisis de muestras se plasmaron en una hoja de Excel, creandose una base
de datos donde se recogian como se ha mencionado anteriormente, los 135 pacientes incluidos en el
estudio, los 21 antimicrobianos analizados y las 351 muestras tomadas a estos pacientes en cuatro

matrices distintas, orina, suero, esputo y LCR.

Para cada una de estas matrices evaluadas, el nimero de muestras analizadas fueron las que se

recogen en la Figura 1.

Muestras analizadas por Matrices

ll Orina MSuero Oesputo ALCR |

Figura 1. Distribuciéon de las muestras analizadas en funcién de la matriz evaluada.

En la misma se observa que el nimero de muestras tomadas en orina y suero son similares (superior
a 120), en esputo un poco menor (inferior 100) y en LCR son practicamente insignificantes,

representando menos del 1% del total.
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Si se evalian cada una de las matrices, segun el nimero de veces que ha sido cuantificado cada
antimicrobiano en la misma, se puede destacar que en la matriz orina, los antimicrobianos que en
mayor porcentaje han sido cuantificados son la vancomicina y el meropenen con un 19% y 15%,

seguidos de la amikacina, levofloxacino y la tobramicina con un 12%, 10% y 8% respectivamente

como se detalla en la Figura 2.

Antimicrobianos cuantificados en orina

piperacilina
3% acido clavulanico

6% tobramicina
8%

teicoplanina
2%

linezolid

6%
ceftriaxona

3%

amikacina
10%

levofloxacino
12%
ceftazidina
3%
meropenen
15%

vancomicina
19%

tazobactan amoxicilina imipenen
4% 6% 1%

Figura 2. Representacién porcentual de la presencia de cada antimicrobiano en orina.
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Coincidiendo con la matriz orina, la vancomicina y el meropenen siguen siendo los dos
antimicrobianos que en mayor numero de muestras aparecen en la matriz suero, con un porcentaje
del 19% y 15 %. Le siguen el levofloxacino con un 12%, la tobramicina y la amoxicilina con un 8%

y el linezolid junto con la amikacina con 7%, mostrandose estos porcentajes en la Figura 3.

Antimicrobianos cuantificados en Suero

5%

tobramicina
8%

teicoplanina 2%

linezolid 7% . i
piperacilina 5%
ceftriaxona 2% amikacina
7%
vancomicina
19%

levofloxacino 12%

ceftazidina 4%
imipenen 2%

meropenen 15% cefepime 1%

tazobactan 5%

amoxicilina 8%

Figura 3. Representacion porcentual de la presencia de cada antimicrobiano en suero.
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Cuando se evalian los resultados obtenidos en el esputo, la vancomicina sigue siendo el
antimicrobiano que en mayor numero de muestras aparece con un 17%, al igual que en las otras dos
matrices, seguido del levofloxacino con un 16%, la amikacina con un 12%, el meropenen con un

10% y la tobramicina con un 9%, mostrandose los resultados obtenidos en la Figura 4.

Antimicrobianos cuantificados en Esputos

daptomicina 1%  acido clavulanico
3%

teicoplanina 2%
sulbactam 1%

linezolid 8% tobramicina 9%

moxifloxacino 1%
amikacina 12%

ceftriaxona 1%

) vancomicina
levofloxacino 15%
16%
imipenen
1%

ceftazidina 5%

tazobactan .
3% amoxicilina \_ cefepime
. 8% 1%

meropenen 10%

Figura 4. Representacion porcentual de la presencia de cada antimicrobiano en esputo.
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Solo cuatro antimicrobianos, acido claviilanico, tobramicina, amoxicilina y linezolid han sido
encontrados en la matriz LCR. Dos de ellos (amoxicilina y acido clavulanico) en una misma
muestra, y los otros cada uno en una muestra diferente. En consecuencia en dos de las muestras

analizadas no se detect6 ninguno de los compuestos en estudio.

La Figura 5 muestra, de forma comparativa entre las distintas matrices, el nimero de muestras en
las que se han detectado cada uno de los antimicrobianos. En general puede observarse que la matriz
en la que se detectan mas antimicrobianos es la orina, seguida de suero y por ultimo esputo. Los

datos de la matriz LCR son poco relevantes debido al escaso nimero de muestras.

Cla Sub Tob AmMk Vam Tig Ipm Fep Amx Taz Mem Caz Lev Co Amp mox Lin Tec Pip Cr  Dap

B Orina B Suero OEsputos OLCR

Figura 5. Representacién comparativa del nimero del niimero de muestras en las que se han encontrado los antimicrobianos

en cada una de las matrices.

Abreviaturas antimicrobianos: Acido Clavulénico (Cla), Sulbactam (Sulb), Tobramicina (Tob), Amikacina (Amk),
Vancomicina (Vam), Tigecilina (Tig), Imipenen (Ipm), Cefepine (Fep), Amoxicilina (Amx), Tazobactan (Taz), Meropenen
(Mem), Ceftacidina (Caz), Levofloxacino (Lev), Ceftriaxona (Cro), Ampicilina (Amp), Moxifloxacino (Mox), Linezolid (Lin),
Teicoplanina (Tec), Piperacilina (Pip), Claritromicina (Clr), Daptomicina (Dap).
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Como se ha mencionado anteriormente, los antimicrobianos vancomicina, tobramicina,
levofloxacino, meropenen y amikacina, son los que con mayor frecuencia se han encontrado en todas
las matrices, excepto en el LCR. En la Figura 6 se muestra el nimero de veces que cada

antimicrobiano ha sido cuantificado en cada matriz.

B vancomicina

B meropenen

B levofloxacino

DO amikacina

B tobramicina

B linezolid

I\ 4cido clavulanico

B amoxicilina

Etazobactan

B piperacilina

M ceftazidina

DOceftriaxona

Wteicoplanina

Eimipenen

B daptomicina

Orina Suero Esputos LCR

W ampicilina

Figura 6. Numero de veces que cada antimicrobiano ha sido detectado en cada una de las matrices

evaluada.
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En relacién a las concentraciones detectadas de los distintos antimicrobianos en las cuatros matrices
evaluadas, en la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos para la orina, sefialandose tanto la
concentracion minima y maxima detectada, valor medio, desviacion estandar y el nuimero de
muestras detectadas de forma positiva para ese antimicrobiano. Puede observarse que en las 127
muestras de orina, se han cuantificado 18 antimicrobianos de los 21 en estudio, no detectandose,
tigecilina y moxifloxacino. De estos 18 antimicrobianos cuatro han sido cuantificados una sola vez,

por lo que su aparicion no es relevante.

Se puede destacar la gran diferencia existente entre las concentraciones méaximas y minimas de
alguno de estos antimicrobianos. Por ejemplo, la ceftacidina presenta una concentracion maxima de
1578.88 mg/L, mientras que su concentracion minima es de 1.69 mg/L. Lo mismo se puede observar
para ceftriaxona, piperacilina, amoxicilina y amikacina. Este hecho se puede corroborar si
observamos las altas desviaciones estandar de estos cinco antimicrobianos, por ejemplo 618.27 mg/L
para ceftacidina, 212.52 mg/L para ceftriaxona, 178.64 mg/L para piperacilina, 162.49 mg/L para
amoxicilina y 131.11 mg/L para amikacina.

A diferencia de las muestras de orina las concentraciones de los antimicrobianos en suero son
significativamente menores. Se ha cuantificado 16 antimicrobianos en las 124 muestras analizadas,
no detectandose sulbactam, tigecilina, ampicilina, moxifloxacino y claritromicina. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 8. De los 16 antimicrobianos cuantificados, dos han sido

cuantificados una sola vez, por lo que su aparicion no es relevante.

Las concentraciones maximas y minimas en suero no presentan grandes diferencias, salvo en
algunos casos como para el meroponen, cuya concentracion maxima es 146.62 mg/L, mientras que
su concentracion minima es de 0.88 mg/L. Lo mismo se ha observado para, ceftacidina y
piperacilina. A diferencia de las muestras de orina, la desviacion estandar de las concentraciones de
los antimicrobianos en suero son significativamente menores, siendo de 42.3 mg/L para ceftazidina

de 26.6 mg/L para meropenen.
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Tabla 7: Concentraciones (mg/L) de los antimicrobianos en la matriz orina *.

Orina: Numero de muestras = 127

Compuesto Minima Miaxima Media SD N
Acido clavulanico 0.68 152.39 34.56 47.34 14
Tobramicina 1.36 33.53 9.04 8.98 20
Amikacina 1.00 376.74 67.10 131.11 25
Vancomicina 1.17 348.00 59.82 65.04 46
Imipenen 7.89 65.19 34.20 23.63 3
Cefepime 216.11 216.11 216.11 - 1
Amoxicilina 4.64 542.15 200.39 162.49 14
Tazobactan 1.11 168.40 45.31 52.74 9
Meropenen 0.68 555.35 86.05 111.66 36
Ceftazidina 1.69 1578.88 777.87 618.27 7
Levofloxacino 3.07 374.69 69.12 80.87 29
Ceftriaxona 2.23 626.01 108.71 212.52 7
Ampicilina 15.2 152 15.2 - 1
Linezolid 2.47 154.80 41.71 48.33 15
Teicoplanina 4.10 177.89 65.45 70.22 -
Piperacilina 75.91 640.12 345.72 178.64 8
Claritromicina 4.20 4.20 4.20 - 1
Daptomicina 10.15 10.15 10.15 - 1

* Abreviaturas:

N: Numero de muestras en las que se cuantifica el antimicrobiano

SD: Desviacion estandar
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Tabla 8 Concentraciones (mg/L) de los antimicrobianos en la matriz suero®.

Suero. Numero de muestras = 124

Compuesto Minima Miixima Media SD N
Acido clavulanico 0.15 8.00 1.66 2.29 10
Tobramicina 0.15 3.42 0.99 0.81 15
Amikacina 0.48 13.35 2.74 3.47 14
Vancomicina 0.60 24.08 6.68 5.84 38
Imipenen 0.18 3.66 2.26 1.50 3
Cefepime 7.89 7.89 7.89 - 1
Amoxicilina 0.44 28.93 10.12 10.33 15
Tazobactan 0.19 6.94 3.96 2.85 9
Meropenen 0.88 146.62 14.03 26.59 30
Ceftazidina 9.21 132.94 49.18 42.30 7
Levofloxacino 0.10 72.00 8.11 16.64 26
Ceftriaxona 1.03 4.42 2.42 1.40 <
Linezolid 0.7 14.19 5.36 4.54 14
Teicoplanina 135 3.11 3.36 1.53 <
Piperacilina 3.30 120.91 31.47 35.62 9
Daptomicina 3.59 3.59 3.59 E 1

* Abreviaturas: N: Niamero de muestras en las que se cuantifica el antimicrobiano; SD: Desviacién

estandar
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Los resultados obtenidos en esputo se muestra en la Tabla 9. Se puede observar que las
concentraciones de los antimicrobianos son significativamente menores que en suero y bastante

menores que en orina.

Tabla 9 Concentraciones (mg/Kg) de los antimicrobianos en la matriz esputo *.

Esputo: Numero de muestras = 95

Compuesto Minima Mixima Media SD N
Acido clavulanico 0.22 1.56 1.04 0.59 3
Sulbactam 3.43 3.43 3.43 - 1
Tobramicina 0.17 2.85 1.17 0-91 10
Amikacina 0.15 4.69 0.98 1.18 13
Vancomicina 0.19 9.71 B g 2.63 17
Imipenen 0.33 0.33 0.33 - 1
Cefepime 0.87 0.87 0.87 - 1
Amoxicilina 0.13 11.15 1.80 3.36 9
Tazobactan 2.32 5.91 3.97 1.48 3
Meropenen 0.68 6.23 225 1.54 11
Ceftazidina 0.88 9.36 il 2.86 6
Levofloxacino 0.10 12.63 1.64 2.88 18
Ceftriaxona 2.10 2.10 2.10 - 1
Moxifloxacino 235 2.35 .35 - 1
Linezolid 0.75 17.58 4.84 5.04 9
Teicoplanina 1.03 2.09 1.56 0.53 2
Piperacilina 2.96 16.22 6.85 4.87 3
Daptomicina 339 3.33 3.36 - 1

* Abreviaturas: N: Nimero de muestras en las que se cuantifica el antimicrobiano; SD: Desviacion estandar
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Puede observarse la presencia de 18 antimicrobianos en las 95 muestras analizadas, no siendo
detectados tigecilina, ampicilina y claritromicina. De estos 18 antimicrobianos seis han sido

detectados en una sola muestra.

La desviacion estandar de las concentraciones de los antimicrobianos en esputo son bastante mas
bajas que en suero y orina, siendo de 5.0 mg/L para linezolid, 4.9 mg/L para piperacilina y 3.4 mg/L

para amoxicilina.

Finalmente conviene indicar que para el LCR, de los 21 antimicrobianos analizados s6lo se han
cuantificado 4, en las 5 muestras analizadas. De estas cinco muestras en dos no aparecian
antimicrobianos y de las tres restantes una contenia tobramicina 0.44 mg/L, la segunda Linezolid
5.20 mg/L y una tercera con amoxicilina 0.52 mg/L y acido clavulanico 1.49 mg/L..
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4.2. Correlacion de resultados

Como se ha podido observar las concentraciones de todos los antimicrobianos son superiores en
orina, seguidas del suero, y por ultimo los niveles de concentraciéon mas bajos se han detectado en
esputo. Una razon que explicaria estas diferencias en las concentraciones encontradas es que la via

de eliminacién de estos farmacos es predominantemente la via renal.

Los antimicrobianos vancomicina, tobramicina, amikacina, levoflaxocino y meropenen son los
compuestos mas frecuentemente encontrados en todas las matrices, excepto en LCR, de lo que se
deduce, que son los mas usados en terapia clinica y algunos de ellos como la vancomicina y el
levofloxacino, también son usados en profilaxis antimicrobiana en cirugia de los pacientes de la
UCI. Las causas de esta utilizacion pueden ser, por presentar un amplio espectro de accion, su

especificidad y su poco nivel de resistencia.

Los valores de las concentraciones de un mismo antimicrobiano son muy dispares, detectandose
valores muy altos, que contrastan con valores muy bajos. Estas diferencias quedan claramente
reflejadas en las altas desviaciones estiandar de las concentraciones de algunos de estos
antimicrobianos en las muestras de orina. En este sentido se desconoce, ya que no estan incluidos
estos datos en el estudio, el tiempo transcurrido entre la aplicacion del farmaco y la toma de la
muestra y tampoco se conocen, las pautas de administracion de los antimicrobianos, que como
norma general, pueden provocar modificaciones en las concentraciones. Asi los aminoglucésidos,
por ejemplo, se administran segin “régimen convencional” (varias administraciones diarias), o “en
ampliacion del intervalo”, en una unica administracion. A su vez, la vancomicina puede

administrarse en infusion continua.

La falta de monitorizacion en pacientes criticos o la falta de una medicina terapéutica supervisada,
en pacientes con infecciones serias y con tratamientos prolongados, puede provocar altas
concentraciones de antimicrobianos en orina. Al igual ocurre, si tras la administracién a la dosis
recomendada, se encuentran niveles terapéuticos en otros 6rganos distintos del 6rgano diana, que

pueden originar concentraciones significativas en orina.
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Ademas, algunos de estos antimicrobianos pueden transformarse en metabolitos activos, que no son

valorados habitualmente, aunque estén presentes.

Por otro lado, la tobramicina, que aparece en las matrices orina, suero y esputo, se encuentra entre
los cinco antimicrobianos con mayor numero de casos cuantificados. Se observa que la desviacion
estandar en las tres matrices es de las mas bajas, siendo en orina y suero la mas baja. Esto puede
indicar que el tratamiento ha sido monitorizado o que la terapia ha sido supervisada, como suele
suceder en los tratamientos de una enfermedad pulmonar crénica. Destaca su presencia en LCR,

siendo uno de los cuatro antimicrobianos presentes en dicha matriz.

La amikacina es otro de los cinco antimicrobianos con mayor nimero de casos cuantificados. Los
maximos y minimos de las concentraciones en la matriz suero y esputo no presentan grandes
diferencias, pero sin embargo en orina, estd entre los cinco antimicrobianos con desviacion estandar
mas alta. Esto puede deberse, a que su via de administracion sea preferentemente la via parenteral. Si
el paciente presenta previamente factores que incrementan su volumen de distribucioén (quemaduras,
peritonitis, etc...), puede requerir mas dosis de antimicrobiano para alcanzar los niveles terapéuticos

y por tanto, mayor concentracion en orina.

Los otros tres antimicrobianos mas comunmente detectados, Vancomicina, levoflaxocino y
meropenen, presentan una desviacion estdndar muy elevada en orina, siendo en suero un poco
menor y considerablemente mas baja en esputo. Los niveles altos de concentracién tanto en suero
como orina puede ser consecuencia de una respuesta farmacologica incrementada por determinadas

situaciones clinicas, bioquimicas o terapia coadyuvante.

Por otro lado conviene indicar que en pacientes con infecciones graves seria aconsejable medir la
concentracion de antimicrobianos en los liquidos o tejidos a los que se tenga acceso, coincidiendo
con la extraccion de la muestra de sangre. Esta muestra puede ayudar a decidir una modificacion de
la dosis, aun cuando las concentraciones observadas en suero se hayan considerado adecuadas. Por
ejemplo, vancomicina y aminoglucésidos (tobramicina) tienen especial dificultad para llegar al
pulmén, al sistema nervioso central y a los érganos con barreras. Por ello, cualquier informacion

suplementaria ayudara a mejorar la posologia.
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Ademas, si entre las situaciones clinicas destacan alteraciones renales, que ralentizan la eliminacién
del antimicrobiano, propiciando su acumulacién en otros 6rganos y su posterior eliminacién, daria

lugar a altas concentraciones en suero y en orina.

Si previo al tratamiento, el paciente presenta un aclaramiento renal bajo, indicativo de una
disminucion de la funcién renal, con una velocidad de eliminacion més lenta, la semivida de

eliminacion del farmaco se vera aumentada, junto con su concentracion en orina y suero.

Finalmente, los niveles Optimos para cada tipo de infeccién, son también decisivos. Los
aminoglucésidos son farmacos que dependen de la concentracion. A valores de concentracion mas
elevados, mayor efecto bactericida y mayor probabilidad de éxito terapéutico. En funcién de este
concepto, en los ultimos afios se ha promovido la dosificacion en regimenes con ampliacion del
intervalo, en una unica administraciéon, donde la disponibilidad en el nimero de muestras por
paciente se ve favorecida, al no tener que ajustarse la toma de muestra a varias dosificaciones diarias

del régimen convencional.
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5. CONCLUSIONES Y PROPUESTAS DE TRABAJO FUTURAS

Las principales conclusiones que se pueden obtener del presente estudio, son:

v' La metodologia UHPLC-MS/MS permite la determinacion de una gran variedad de

antimicrobianos de manera simultanea y en un amplio rango de matrices.

v" De forma general, la concentracién detectada de los antimicrobianos objeto de estudio, es

superior en orina que en el resto de matrices.

v Los antimicrobianos vancomicina, tobramicina, amikacina, levoflaxocino y meropenen son

los mas utilizados en terapia clinica.

v' De todos los antimicrobianos la tobramicina, destaca por presentar los niveles de

concentracion mas estables en todas las matrices.

v" Hay una gran variabilidad en los resultados obtenidos debido a que no se conocen ni las dosis
suministradas a los pacientes, ni el tiempo transcurrido desde que se suministra el

antimicrobiano y se realiza la toma de muestra.

Por lo tanto, al no saber los tratamientos de los pacientes no podemos relacionar los antimicrobianos

mas encontrados en las distintas matrices con los mas utilizados.

Igualmente al desconocer cuando se inici6 el tratamiento y cuando se tomaron las muestras a los
pacientes, tampoco se puede establecer una relacion clara, entre las concentraciones maximas y las

concentraciones minimas de los distintos antimicrobianos.

Por ello, se propone como continuacion de este trabajo de master, la inclusion de los tratamientos de
los pacientes, el tiempo transcurrido entre la aplicacion del farmaco y la toma de la muestra, asi

como, las pautas de dosificacion y las vias de administracion, para permitir la prolongacion de este
estudio.
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Ademas el presente estudio puede ampliarse a otro tipo de antimicrobianos, como por ejemplo, los

mas utilizados en atencion primaria, asi como al control de la potencial presencia de metabolitos de
los compuestos en los diferentes fluidos biolégicos.
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