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1. Introduccié

El meropenem (Figura 1A) és un antibiotic B-lactamic
ampliament utilitzat en el tractament empiric de pacients critics
amb sepsia que reben terapia de reemplagcament renal continu (1).
En aquest tipus de pacients, la farmacocinetica del meropenem
(d'ara endavant MEM) és heterogenia i impredictible donades les
caracteristiques fisico-patologiques diferencials que aquests
pacients presenten respecte a altres poblacions (elevada
variabilitat en els volums de distribucio, eliminacio, penetracio i
distribuci6 del farmac als teixits, aixi com la preséncia
d'hipoalbuminemia i disfuncié organica). Per aquest motiu, es
recomana que els régims posoldgics en aquests pacients es basin
en conceptes farmacocinetics (PK, acromin de [I'anglés
pharmacokinetic) i farmacodinamics (PD, acromin de l'anglés
pharmacodinamic) (1). Per al MEM, al tractar-se d'un antibiotic
temps-dependent’, el parametre PK/PD que millor s'associa amb
I'eficacia del tractament i amb la prevencid de l'aparicid de
resisténcia bacteriana és el percentatge de temps durant el qual la
concentracié de l'antibiotic en el plasma es manté per sobre de la
concentracié minima inhibitoria o CMI? calculat, bé sigui
considerant el farmac unit i no unit a proteines o "total" (%T >
CMI) o, Gnicament tenint en compte el farmac no unit a proteines
o0 "lliure" (%fT > CMI) (1). Tot i aix0, actualment no estan clars
quins han de ser els valors d'aquests parametres PK/PD. Mentre
que alguns estudis suggereixen que els valors del %fT > CMI han
d'estar compresos entre el 40 % i el 70 %, altres recomanen
augmentar el %fT > CMI fins al 100 % o, fins i tot, que els valors
de la concentraci6 de MEM en el plasma es mantinguin entre
quatre i cinc vegades per sobre de la CMI (2, 3).
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La possibilitat d'ajustar la dosi de MEM a partir dels valors
obtinguts del mesurament de la concentracié d'aquest farmac en
el plasma, podria suposar un aveng important en el tractament de
les infeccions greus en els pacients critics.

En l'actualitat, per al mesurament daquesta magnitud
farmacologica, s'han desenvolupat procediments de mesura que
es basen en la cromatografia liquida d'alta eficacia o HPLC
(acronim de I'anglés high-performance liquid chromatography)
acoblada a I'espectrometria d'absorcié molecular a l'ultraviolat (4-
10), I'HPLC acoblada a I'espectrometria de masses o MS
(acronim de l'angles mass spectrometry) o I'HPLC acoblada a
I'espectrometria de masses en tandem o MS/MS (acronim de
I'angleés tandem mass spectrometry) (11-15). No obstant aixo,
alguns d'aquests procediments presenten una serie de limitacions
o0 inconvenients. Pel que fa a la capacitat de deteccid, la majoria
d'ells reporten limits de quantificacié per sobre de 2 mg/L, valors,
que podrien ser insuficients per dur a terme estudis dels
parametres PK/PD de MEM.

! Antibiotic temps-dependent: antibiotic on la seva acci6 bactericida esta
relacionada amb el temps durant el qual la seva concentracio en el plasma
excedeix la concentracié minima bactericida o CMB.

Concentracié bactericida minima o CMB: concentraci6 minima d'un
antibiotic que, en un periode de temps predeterminat, és capac d'induir la
mort in vitro del 999 % d'una poblaci6 bacteriana préviament
estandarditzada.

2 Concentraci6 minima inhibitoria o CMI: concentraci6 minima d'un
antibiotic que, en un periode de temps predeterminat, és capa¢ d'inhibir el
creixement in vitro d'un inocul bacteria préviament estandarditzat.
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Per altra banda, en alguns casos, s'utilitzen procediments de
preparaci6 de la mostra basats en I'extracci6 en fase solida o en
I'extracci6 liquid-liquid, els quals, tot i que permeten disminuir la
majoria de components de la mostra i donen lloc a extractes més
"nets", son laboriosos i cars. A més, alguns dels procediments
publicats, presenten un temps d'analisi per mostra relativament
elevat (entre 4 i 20 min).

L'objectiu d'aquest treball és desenvolupar un procediment de
mesura rapid aixi com validar un sistema basat en la
cromatografia liquida d'alta i rapida eficacia o UHPLC (acronim
de l'anglés ultra high-performance liquid chromatography)
acoblada a l'espectrometria de masses en tandem, per al
mesurament de la concentracié de massa de MEM en el plasma.

A) R
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Figura 1. Estructura quimica de (A) meropenem i (B) ertapenem
(estandard intern).

2. Material i métodes
2.1. Productes quimics

El MEM que es fa servir per a la preparacié de materials de
calibratge i de control és subministrat per Fresenius Kabi AG
(Bad Homburg, Alemanya). L'ertapenem (Figura 1B), que
s'empra com a estandard intern, és proveit per Merck Sharp &
Dohme Corp. (Darmstadt, Alemanya).

L'aigua de qualitat HPLC-MS és proporcionada per Merck
Biosciences (Darmstadt, Alemanya). Per altra banda, altres
productes com l'acetonitril, el metanol i l'acid formic, tots de
qualitat HPLC-MS, s'obtenen de Sigma-Aldrich (Steinhem,
Alemanya).

2.2. Material de blanc

El material de blanc es prepara a partir de 30 mostres de
pacients que no estan en tractament amb MEM o ertapenem
(d'ara endavant ETM). Aquestes mostres s'obtenen mitjangant
puncié venosa i es recullen en tubs de plasma amb heparina de
liti (Vacuette, Kremsminster, Austria). Posteriorment, les
mostres se centrifuguen a 1200 g durant 10 minuts a temperatura
ambient. Seguidament es realitza una barreja dels plasmes, s'agita
durant 5 minuts amb [lajuda dun agitador magneétic i

s'emmagatzema durant un temps inferior a 3 hores a (2-8) °C fins
a la seva utilitzacio.

2.3. Materials de calibratge, materials de control i soluci6 de
treball de I'estandard intern

A partir de mesures de massa diferents, es preparen dues
solucions primaries de MEM (2,0 g/L en aigua), una per als
materials de calibratge i una altra per als materials de control.
Seguidament, s'elaboren diferents solucions aquoses secundaries
(vuit per als materials de calibratge i tres per als materials de
control) que presenten 10 vegades el valor teoric dels materials
de calibratge i de control que es faran servir. Els materials de
calibratge (0,0, 5,0, 10, 25, 50, 75, 100 i 150 mg/L) i els
materials de control (1,0, 30 i 90 mg/L) es preparen afegint 1 part
de volum de la corresponent soluci6 secundaria realitzada
anteriorment sobre 9 parts de volum de material de blanc (dilucié
1/10). Els materials elaborats s6n emmagatzemats a -80 °C en
aliquotes de 100 pL.

Per a la preparacio de la soluci6 de treball de I'estandard intern
(30 mg/L d'ETM), s'elabora una solucié primaria d'ETM 2,0 g/L
en aigua i es realitza una dilucié de la mateixa, emprant
acetonitril com a dissolvent.

2.4. Preparacio i tractament de les mostres

La preparacid i el tractament de les mostres consisteix en una
precipitacié de proteines seguida d'una dilucio final de Il'eluat
obtingut.

En un tub tipus Eppendorf d'1,5 mL, s'afegeixen 50 uL de
calibrador, control o mostra de plasma i 200 pL de la soluci6 de
treball d'estandard intern (30 mg/L d'ETM en acetonitril). La
mescla s'agita en un vortex durant 2 minuts i, posteriorment, el
tub se centrifuga durant 10 min a 13000 g a temperatura ambient.
Finalment, 100 pL del sobrenedant es dilueixen amb 900 pL
d'una solucié d'acid formic 0,1 % (v/v) en aigua, s'agita la solucio
durant 5 segons i s'afegeix el contingut a un vial cromatografic de
vidre especific per al seu processament.

2.5. Sistema de mesura

Sempra un sistema ACQUITY® UPLC® acoblat a un
espectrometre de masses ACQUITY® TQD®, ambdés de Waters
(Milford, Oh, Estats Units).

2.6. Condicions cromatografiques

La separacié cromatografica dels components de la mostra es
porta a terme a 40 °C utilitzant una columna analitica Cg en fase
reversa Acquity UPLC® BEH 2,1 x 100 mm; 1,7 um de Waters, a
la qual se li ha incorporat un suport que conté un filtre de 2,0 pm
(Waters). La fase mobil estda composta per una solucié d'acid
formic 0,1 % (v/v) en aigua (fase mobil A) i per una soluci6
d'acid formic 0,1 % (v/v) en acetonitril (fase mobil B). El flux
aplicat es manté a 0,4 mL/min i s'utilitza un gradient d'eluci6
lineal. Del minut 0,0 al 0,7 es realitza una elucié isocratica amb
una composici6 de la fase mobil A del 95 %. Seguidament, entre
els minuts 0,7 i 1,8, la composicio de la fase mobil A decreix
gradualment del 95 % al 45 % (gradient lineal). Finalment, es re-
equilibra la columna analitica durant un 1,2 min emprant la
composicid inicial de la fase mobil A (95 %). Les mostres
extretes es mantenen a (4 + 1) °C a l'interior del mostrejador. El
volum d'injeccid de la mostra és de 10 pL en un bucle de 50 pL
treballant en la modalitat d'injecci6 parcial amb I'agulla
sobreeixida.

2.7. Condicions de I'espectrometre de masses

S'utilitza la ionitzacié mitjancant electroesprai en mode
positiu (ESI+). Per al MEM i I'ETM, els ions precursors generats
que donen un major senyal son els formats pels adductes del
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farmac protonat [Farmac—H]*. S'utilitza nitrogen com a gas de
nebulitzaci6 i de desolvatacid, i argé com a gas de col-lisié. El
MEM i I'ETM es detecten treballant en la modalitat de
monitoritzacié mdltiple de reaccié o MRM (acronim de I'anglés
multiple reaction monitoring) emprant les segiients relacions
massa-carrega (m/z): MEM, 384,2—141,0 (transicié utilitzada
per a la quantificacio) i 384,2—340,1 (transicié emprada per a la
confirmacié); ETM, 476,2—346,0 (transici6 per a la
quantificacio) i 476,2—432,1 (transicié per a la confirmacio). Per
a cada un dels farmacs en estudi, seguint els criteris de la guia
C50-A (16) de I'Institut per a la Normalitzacié de Laboratoris
Clinics (CLSI) i la Federaci6 Internacional de Quimica Clinica i
Ciéncies de Laboratori Clinic (IFCC), el quocient entre els
senyals dels ions obtinguts entre les transicions de quantificacio i
de confirmacié (senyal quantificacié/confirmacio) és utilitzat per
a la identificacio dels seus corresponents pics cromatografics. El
temps d'integracié o DT (acronim de I'anglés dwell time) per a
cada una de les transicions MRM és 40 ms. El potencial de
capil-laritat és 1,2 kV, la temperatura de la font d'ionitzacié és
140 °C i s'utilitza una temperatura del gas de desolvatacio de 350
°C. Els fluxos del gas de desolvatacié i del gas de col-lisié son
800 L/h i 0,20 mL/min, respectivament. Els potencials de con
aplicats s6n 25 V per al MEM i I'ETM, mentre que les energies
de col-lisi6 emprades per ambdds farmacs son 15 eV per a les
transicions de quantificacié i 12 eV per a les transicions de
confirmacio.

2.8. Procediment de validacio

El procediment de validaci6 es porta a terme seguint les guies i
recomanacions de I'Agencia Europea del Medicament (EMA) i
del CLSI-IFCC (16-18).

Les propietats metrologiques estudiades sén la sensibilitat
(metrologica), la selectivitat, la contaminacio per arrossegament
o residualitat, la capacitat de deteccio (limit de deteccio i limit de
quantificacio), l'interval de mesura (linealitat), la imprecisio
intradiaria, la imprecisi6 interdiaria, el biaix relatiu intradiari, el
biaix relatiu interdiari i I'eficiéncia del procés cromatografic (la
recuperaci6 i I'efecte matriu). Per altra banda, també es realitza
un estudi de l'estabilitat de les diferents magnituds
farmacologiques.

2.8.1.Calibratge i sensibilitat metrologica

Cada vegada que es realitzen mesuraments de la magnitud
farmacologica en estudi es processen els vuit materials de
calibratge.

La integraci6 de les arees sota la corba dels pics
cromatografics suavitzats i el calcul dels valors de la
concentracié de massa de MEM en el plasma es realitza utilitzant
el programa informatic TargetLynx® versi6 4.1 de Waters. Les
corbes de calibratge s'obtenen mitjancant un ajust lineal per
ponderacié 1/X, excloent I'opcié de forgar la interseccié de la
recta per l'ordenada en l'origen, després de representar
graficament, per a cada un dels materials de calibratge, el
quocient (Avem / Aetm)-Cerm (eix d'ordenades, y) enfront als
valors de la concentracié de MEM (eix d'abscisses, X); sent Ayem,
I'area sota la corba del pic cromatografic del MEM; Agry, l'area
sota la corba del pic cromatografic de 'ETM (estandard intern); i
Cerm, €l valor de la concentracié d'ETM en la solucioé de treball
de l'estandard intern. La sensibilitat metrologica es calcula com el
valor del pendent de les distintes corbes de calibratge obtingudes
després de realitzar I'ajust lineal.

Seguint els criteris de I'EMA (18), per als materials de
calibratge, les diferéncies percentuals relatives entre els valors de
la concentraci6 de MEM calculades i tedriques han d'estar
compreses entre + 15 % i entre = 20 % a valors propers al limit
de quantificacio.

2.8.2.Selectivitat

Per a l'estudi de la selectivitat es processen 13 mostres de
pacients que no estan en tractament amb MEM o ETM perod si
que prenen, de manera individual o combinada, altres antibiotics
com penicil-lines (amoxicil-lina i piperacil-lina), cefalosporines
(cefuroxima, cefepima i cetriaxona) o inhibidors de la B-
lactamasa (acid clavulanic i tazobactam). Tres pacients estan en
tractament amb amoxicil-lina/acid clavulanic; tres amb
piperacil-lina/tazobactam; tres amb ceftriaxona; tres amb
cefepima i un amb cefuroxima. Tots els pacients presenten uns
valors de la concentracio d'antibiotic en el plasma per sobre de la
CMI del patogen en qliestid.

Seguint els criteris de I'EMA (18), es considera que els
diferents antibiotics no interfereixen en el mesurament de la
magnitud farmacologica quan:

e En el temps de retencié del MEM, els valors de I'area sota
la corba del pic cromatografic de les mostres son inferiors
al 20 % de l'area sota la corba del pic cromatografic en una
mostra que conté MEM amb un valor que correspon al limit
de quantificacio.

e En el temps de retencié de I'estandard intern (ETM), els
valors de l'area sota la corba del pic cromatografic de les
mostres son inferiors al 5 % de l'area sota la corba del pic
cromatografic en una mostra que presenta MEM amb un
valor que correspon al limit de quantificacio.

2.8.3.Contaminacio per
residualitat

arrossegament 0

Per a l'estudi de la contaminacié per arrossegament o
residualitat es processa, en una mateixa série i en un unic dia, una
mostra que conté MEM amb un valor que correspon al limit de
quantificacio (LOQ), tres materials de blanc (calibrador 0; 0
mg/L) i un material de valor elevat (calibrador 8; 150 mg/L)
seguint l'ordre segiient: LOQ — Calibrador 8 — Calibrador 0 —
Calibrador 0 — Calibrador 0.

Seguint els criteris de I'EMA (18), es considera que no
existeix contaminacio per arrossegament quan:

e En el temps de retencié del MEM, els valors de l'area sota
la corba del pic cromatografic per als tres materials de blanc
son inferiors al 20 % de l'area sota la corba del pic
cromatografic en la mostra que conté MEM amb un valor
que correspon al limit de quantificacio.

e En el temps de retenci6 de l'estandard intern (ETM), els
valors de l'area sota la corba del pic cromatografic per als
tres materials de blanc son inferiors al 5 % de I'area sota la
corba del pic cromatografic en la mostra que presenta MEM
amb un valor que correspon al limit de quantificacio.

2.8.4. Capacitat de deteccid: limit de deteccio i

quantificacio

Per estimar el limit de deteccio (LOD) i el limit de
quantificacié (LOQ), un material de valor baix (calibrador 1; 5
mg/L) es dilueix 5, 10 i 20 vegades amb un material de blanc
(calibrador 0; 0 mg/L). Cada una de les diferents solucions
diluides es processa 20 vegades en un Unic dia, aixi com 20
vegades durant 35 dies utilitzant una Unica série per dia.

La guia C50-A del CLSI-IFCC (16) defineix el LOD com el
valor mesurat minim d'una magnitud bioldgica al qual la relaci6
senyal/soroll o S/N (acronim de l'anglés signal-to-noise) és > 3.
Per altra banda, defineix el LOQ com el valor mesurat minim
d'una magnitud bioldgica que es pot estimar amb una imprecisié
acceptable (coeficient de variacio < 20 %) i que presenta una S/N
>10.
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2.8.5. Interval de mesura (linealitat)

Seguint els criteris del CLSI EP6-A (17) i de I'EMA (18), per
a l'estudi de la linealitat de l'interval de mesura, un material de
valor elevat (calibrador 8; 150 mg/L) es dilueix amb un material
de blanc (calibrador 0; 0 mg/L) en les proporcions 4:0, 3:1, 2:2,
1:3 i 0:4, per aconseguir uns valors teorics de 150, 112,5, 75,
37,51 0mg/L.

Es processen, aleatoriament, per triplicat i en un Unic dia, les
diferents solucions diluides. Per a cada una de les solucions, es
calculen els coeficients de variacié i la diferéncia relativa
percentual entre els valors mesurats obtinguts i els seus
corresponents valors tedrics. Seguint els criteris de 'EMA (18),
els valors de les imprecisions i de les diferéncies percentuals
obtingudes han de ser < 15 %.

Posteriorment, es representen graficament els valors mesurats
obtinguts de les diferents solucions (eix d'ordenades, y) enfront
als valors teorics esperats (eix d'abscisses, x). Per considerar la
linealitat de l'interval de mesura, s'apliquen els criteris de la guia
CLSI EP6-A (17) utilitzant el programa informatic Analyse-it®
(Analyse-it Software, Ltd., Leeds, Regne Unit).

2.8.6. Imprecisid i biaix

Per estimar la imprecisié i el biaix es fan servir 4 mostres amb
diferents valors de la magnitud farmacologica: un material de
valor baix amb un valor corresponent al LOQ i els tres materials
de control (1,0, 30 i 90 mg/L). Es calcula la imprecisi6 i el biaix
mitjancant les formules:

CV (%) =2 -100
X

S5, (%) = (=4 100
y7;

on CV,s, X, & i | son el coeficient de variacio, la desviacié
estandard, la mitjana aritmética, el biaix relatiu i el valor
convencional, respectivament. El valor convencional emprat
correspon al valor tedric assignat mitjangant pesada.

Per al calcul de la imprecisi6 i biaix intradiari es processen 20
vegades, en una Unica serie i en un mateix dia, els tres materials
de control i el material de valor baix amb un valor corresponent
al LOQ. Per altra banda, per al calcul de la imprecisio i biaix
interdiari, es processen les mateixes mostres 20 vegades, durant
35 dies, utilitzant una Unica série per dia.

Seguint els criteris de I'EMA (18), els valors del CV i &
obtinguts han de ser < 15 % i < 20 %, per a la mostra de valor
baix amb un valor corresponent al LOQ.

2.8.7. Eficiéncia del
recuperaci6 i efecte matriu

procés cromatografic:

L'eficiencia d'un procés cromatografic depén de la perdua dels
components d'interés durant el procés d'extraccié de la mostra
(recuperaci®) i de l'efecte combinat en el senyal analitic que
poden produir diferents substancies al coeluir amb els
components en estudi durant el procés d'ionitzacié de la mostra
(efecte matriu).

L'estudi de I'eficiencia del procés cromatografic es realitza
seguint els criteris del CLSI-IFCC (16), 'EMA (18) i el
procediment emprat per Viswanathan et al. (19). Per dur-ho a
terme, s'utilitzen tres tipus de mostres diferents amb un valor de
1,0, 30 i 90 mg/L en el cas del MEM i a un valor de 30 mg/L, en
el cas de I'ETM. Per a cada un dels farmacs, aquests tres tipus de
mostres son: solucions primaries de MEM o d'ETM diluides en la
fase mobil A (Mostres A); sis mostres de plasma de pacients
diferents que no contenen cap dels farmacs i a les que se'ls hi

n- RE (%) =

n - ME (%) =

afegeix MEM o ETM després del procés d'extraccié (Mostres B);
i les mateixes 6 mostres a les quals se'ls hi afegeix MEM 0 ETM
abans del procés d'extraccié (Mostres C).

Emprant les arees dels pics cromatografics obtingudes després
de processar aleatoriament totes aquestes mostres, el percentatge
de recuperacié (RE) i d'efecte matriu (ME) per al MEM es
calcula com:

(Mitjana Arees MostresC) e, 100

RE %) = ‘
veu (%) (Mitjana Arees MostresB) .,

(Mitjana Arees MostresB) ., 100

ME %) = ‘
v (%) (Mitjana Arees Mostres A) .,

Seguint els criteris del CLSI-IFCC (16) i 'EMA (18), una
vegada realitzats aquests calculs, els valors dels percentatges de
recuperaci6 i d'efecte matriu obtinguts per al MEM han de ser
independents dels valors de la magnitud en estudi (ha d'existir
una diferencia percentual maxima del 15 %) i reproduibles (han
de presentar un coeficient de variacio < 15 %).

Per altra banda, per tal de coneixer si I'estandard intern (ETM)
és capa¢ de compensar la possible perdua del component en
estudi —també anomenat analit— durant el procés d'extraccio de
la mostra i el possible efecte matriu ocasionat en la font
d'ionitzacid, es calcula el percentatge de recuperacid normalitzat
(n-RE) i el d'efecte matriu normalitzat (n-ME) utilitzant les
seglients férmules:

(Mitjana Arees MostresC) ., / (Mitjana Arees MostresC) gy,

(Mitjana Arees MostresB) ., / (Mitjana Arees MostresB) .,,

(Mitjana Arees MostresB) ¢, / (Mitjana Arees MostresB) ¢,

(Mitjana Arees MostresA) ., / (Mitjana Arees Mostres A) cr,

A l'igual que per al cas del MEM, seguint els criteris del
CLSI-IFCC (16) i I'EMA (18), una vegada realitzats aquests
calculs, els valors obtinguts dels percentatges de recuperacio i
d'efecte matriu normalitzats han de ser independents dels valors
de la magnitud en estudi (ha dexistir una diferéncia percentual
maxima del 15 %) i reproduibles (han de presentar un coeficient
de variaci6 < 15 %).

2.8.8. Estabilitat

Seguint els criteris del CLSI-IFCC (16) i 'EMA (18), s'estudia
I'estabilitat de la concentracié de massa de MEM i d'ETM en les
solucions primaries, I'estabilitat de la concentracié de massa de
MEM en el plasma a curt i llarg termini, aixi com l'estabilitat de
la concentraci6 de massa de MEM en I'extracte de les mostres de
plasma que es troben dins del mostrejador del sistema
cromatografic.

Les mostres utilitzades, el nimero de vegades que aquestes son
processades seguint un ordre aleatori, les condicions
d'emmagatzematge i els periodes de temps que es fan servir per a
cada un dels estudis de I'estabilitat sén:

e  Solucions primaries de MEM i ETM, 10 vegades, (5 £ 3) °C
i 2,517 dies, per a l'estudi de l'estabilitat de les solucions
primaries;

e Tres materials de control (1,0, 30 i 90 mg/L), 10 vegades,

(5+£3)°Ci2,5i7dies, per a l'estudi de I'estabilitat a curt
termini;

e  Tres materials de control (1,0, 30 i 90 mg/L), 10 vegades, (-
75 £ 3) °C i 6 mesos, per a l'estudi de l'estabilitat a llarg
termini;

-100

-100
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e  Extractes dels tres materials de control (1,0, 30 i 90 mg/L),
10 vegades, (4 £ 1) °C i 6, 12 i 24 hores, per a l'estudi de
I'estabilitat de I'extracte de les mostres dins del mostrejador
del sistema cromatografic.

Per a cada estudi, s'avalua I'estabilitat calculant la diferéncia
relativa percentual (PD) emprant la segiient equacio:

PD (%) = 1202( XiY‘Yj

on X; és cada un dels valors mesurats obtinguts en les diferents
mostres utilitzades una vegada transcorregut el seu periode
d'emmagatzematge, Y és el valor teoric assignat i n és el nombre
de vegades que s’han processat les mostres (n = 10 en el nostre
cas).

Sequint els criteris del CLSI-IFCC (16) i 'EMA (18), es
considera que les magnituds son estables si la PD obtinguda esta
compresa entre + 15 %.

3. Resultats i discussid
3.1. Condicions cromatografiques

En el desenvolupament del procediment de mesura
cromatografic s'han combinat diverses fases mobils i columnes
d'UHPLC que ens ha permés optimitzar la resolucio i eficacia
cromatografiques, aixi com obtenir uns pics cromatografics
simetrics, unes relacions S/N elevades i un reduit temps de
retencio.

En referéncia a les fases mobils avaluades, la utilitzaci6
d'aigua conjuntament amb acetonitril en lloc de metanol com a
solvent organic de la fase mobil, ha donat lloc a una major
separacié cromatografica i una major sensibilitat (metrologica) en
el detector de I'espectrometre de masses. Per altra banda, el fet
d'afegir acid formic —en una proporci6 de volums del 0,1 %—
en lloc d'acetat o formiat d'amoni (a diferents concentracions) ha
produit un increment del senyal analitic en el detector com a
conseqiiéncia d'una disminuci6 del soroll de fons. A més a més,
per tal d'afavorir una millor resolucié cromatografica entre els
pics de MEM i d'ETM aixi com poder escurcar els temps
cromatografics, sha fet servir un gradient d'elucié lineal. En
referéncia a les columnes d'UHPLC C,g4en fase reversa avaluades
(Acquity UPLC® BEH 2,1 x 50 mm, 1,7 um; Acquity UPLC®
BEH 2,1 x 100 mm, 1,7 pm; Acquity UPLC® HSS T3 2,1 x 50
mm, 1,8 pm i Acquity UPLC® HSS T3 2,1 x 100 mm, 1,8 um;
totes elles de Waters), la que empra particules hibrides amb ponts
detilé o BEH (acronim de I'anglés Bridged Ethylene Hybrid) amb
una longitud de 100 mm, en combinacié amb les fases mobils
esmentades i treballant en la modalitat de gradient, és la que ens
ha permes obtenir una millor resoluci6 i eficacia
cromatografiques.

En les condicions cromatografiques descrites, els temps de
retencié per al MEM i I'ETM sén 1,05 i 1,09 min, respectivament
(Figura 2). El temps d'analisis (interval que transcorre entre dues
injeccions consecutives i que inclou el temps de rentat del
sistema cromatografic) és 3,0 minuts. El temps de processament
per a 10 mostres, incloent el de materials de calibratge i de
control aixi com el temps necessari per a la seva preparacio, és
inferiora 1,5 h.
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Figura 2. Cromatograma MRM representatiu obtingut en un pacient que presenta una concentracié de massa de meropenem en el

plasma de 8,0 mg/L.
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3.2. Condicions de I'espectrometre de masses

Tots els parametres de [I'espectrometre de masses s'han
optimitzat mitjancant la infusié directa, a un flux de 20 pL/min,
d'una solucié 100 mg/L de MEM i d'ETM —s'han dissolt 1 mg
de MEM i d'ETM en 10 mL d'una solucié de 0,1 % (v/v) d'acid
formic en aigua—. Tant per al MEM com per a I'ETM, sha
observat que la major sensibilitat metrologica s'obté quan
s'utilitza la ionitzaci6 mitjangant electroesprai en mode positiu
(ESI+), sent els ions més abundants, els corresponents als
adductes del farmac protonat [Farmac—H]". La seleccio6 dels ions
monitoritzats (ions producte) sha dut a terme estudiant els
patrons de fragmentacié dels ions precursors en la cel-lula de
col-lisi6 de l'espectrometre de masses en tandem. EI MEM i
I'ETM es detecten treballant en la modalitat MRM, monitoritzant
els ions precursors i els ions producte que proporcionen un major
senyal analitic. Per evitar errors en la identificacié del MEM i de
I'ETM, aixi com per confirmar I'abséncia d'altres components
similars de la mostra que hagin pogut co-eluir i contribuir
falsament a la deteccid d'aquests farmacs, s'han fet servir dues
transicions MRM. Una transicié és utilitzada per a la
quantificacié: 384,2—141,0 per al MEM i 476,2—346,0 per a
I'ETM, i laltra transicio és emprada per a la confirmacio:
384,2—340,1 i 476,2—432,1 per al MEM i [I'ETM,
respectivament.

3.3. Preparacio i tractament de les mostres

La precipitaci6 de proteines no és el procediment de
preparaci6 de mostres més idoni per obtenir recuperacions
acceptables i prevenir I'efecte matriu que es pot produir durant el
proceés d'ionitzacio de les mostres. Tot i aixd, en el nostre treball,
la combinacié d'una precipitacid de proteines amb acetonitril
seguida d'una dilucié subseglent de I'extracte amb una solucié
0,1 % (v/v) d'acid formic en aigua, ens ha permes, per una banda,
obtenir recuperacions i efectes matrius acceptables i similars als
publicats per altres autors (11-15) i, per una altra, simplificar
altres procediments d'extraccid descrits en la bibliografia (11,
13).

3.4. Procediment de validaci6
3.4.1.Calibratge i sensibilitat metroldgica

Totes les corbes de calibratge obtingudes durant el
procediment de validacié son lineals dins de Il'interval (5-150)
mg/L. Un exemple d'equacié obtinguda per a la corba de
calibratge és y = 0,086-x — 0,111 (coeficient de determinacié; r’ =
0,9932). Les diferencies percentuals relatives obtingudes, entre
els valors de la concentraci6 de MEM calculades i teoriques,
estan compreses entre 0,9 i 5,9 % per a tots els materials de
calibratge excepte per als materials amb valors propers al LOQ,
on aquestes diferéncies es troben dins de l'interval (3,7-16,3) %.
Per altra banda, els valors de sensibilitat metrologica estan
compresos entre 0,082 i 0,088.

3.4.2.Selectivitat

Per a totes les mostres de pacients processades no s'observen
cromatogrames amb pics interferents. En el temps de retenci6 del
MEM, els valors de I'area sota la corba dels pics cromatografics
son < 3,6 % de l'area sota la corba del pic cromatografic en la
mostra que conté MEM amb un valor que correspon al LOQ. En
el temps de retencio de I'ETM, aquests valors d'area soén < 0,9 %.

3.4.3.Contaminacio6 per
residualitat

arrossegament 0

No s'observa una contaminacié per arrossegament. En el
temps de retencié del MEM, per als tres materials de blanc, els
valors de l'area sota la corba dels pics cromatografics son 9,4, 8,1
i 8,7 % de Il'area sota la corba del pic cromatografic en la mostra

que conté MEM amb un valor que correspon al LOQ. En el
temps de retenci6 de I'ETM, aquests valors d'area sén 2,7, 1,9 i
2,6 %.

3.4.4. Capacitat de deteccio: limit de deteccio i

limit de quantificacio

El LOD és 0,09 mg/L amb una relacié S/N de 3,8, mentre que
el LOQ és 0,27 mg/L (S/N = 11,5; CV = 17,2 %).

3.4.5. Interval de mesura (linealitat)

L'interval de mesura és lineal entre (0,27-150) mg/L (y =
1,086-x — 4,883; r* = 0,9985). Les diferéncies relatives
percentuals entre els valors mesurats obtinguts i els seus
corresponents valors teorics son < 9,9 %. Per altra banda, els
diferents CV obtinguts son < 14,1 %.

3.4.6. Imprecisio i biaix

Els diferents valors d'imprecisié i biaix relatiu obtinguts es
mostren a la Taula 1. El sistema de mesura cromatografic avaluat
presenta imprecisions i biaixos relatius inferiors als requisits
establerts per 'EMA (15 % i 20 % per a la mostra de valor baix
amb un valor corresponent al LOQ).

3.4.7. Eficiéncia del
recuperacio i efecte matriu

procés cromatografic:

Els valors de RE, ME, n-RE i n-ME obtinguts es mostren a les
Taules 2 i 3. Tot i que s'obtenen valors de RE relativament
baixos, la utilitzacié de I'ETM com estandard intern permet
compensar la pérdua de MEM durant el procés d'extracci6 de la
mostra, amb independéncia de quin sigui el valor de la magnitud,
i amb una imprecisié acceptable (< 15 %). Pel que fa als valors
de ME, es pot observar que existeix una supressid ionica la qual
és compensada per la utilitzaci6 de I'ETM com a estandard
intern.

L'avaluacio de l'efecte matriu és un dels estudis més
importants que s'han de realitzar quan s'utilitzen sistemes de
mesura cromatografics que presenten un espectrometre de masses
com a sistema de deteccio, perque I'existéncia d'un efecte matriu
no compensat podria conduir a una manca d'exactitud de mesura
dels valors mesurats obtinguts per a una magnitud en particular.
Idealment, s'hauria de fer servir el propi analit marcat amb
isotops estables com a estandard intern, el qual permetria no
només compensar el possible efecte matriu que es pogués
ocasionar, siné també compensar la perdua de l'analit durant el
procés d'extraccié de la mostra i les possibles fluctuacions del
senyal del detector, aixi com confirmar que la separacio
cromatografica ha evolucionat correctament, entre altres. Tot i
aixo, degut a que aquests tipus d'estandards interns son dificils
d'aconseguir i el seu preu sol ser elevat, freqlientment es fan
servir analegs estructurals que presenten  propietats
fisicoquimiques semblants a les de I'analit. Al nostre cas,
s'utilitza 'ETM —un carbape, al igual que el MEM, que presenta
unes propietats i estructura quimiques similars al del MEM—
com a primera i Unica opcio d'estandard intern. Encara que en el
nostre procediment cromatografic desenvolupat, el MEM i 'ETM
no elueixen simultaniament, fet que podria portar a una falta de
compensacié de l'efecte matriu i daltres caracteristiques, els
resultats obtinguts posen de manifest que la seleccié de I'ETM
com a estandard intern ha sigut encertada.

3.4.8. Estabilitat

La concentracié de massa de MEM en el plasma és estable 5
diesa (5 + 3) °C (PD <-12,9 %) i 6 mesos a (=75 + 3) °C (PD <
-7,2 %). Per altra banda, dins del mostrejador del sistema
cromatografic, la concentracié de massa de MEM en I'extracte de
les mostres de plasma és estable 12 hores a (4 + 1) °C (PD < -
12,2 %). En les solucions primaries de MEM i d'ETM la seva



R.Rigo Bonnin et al. / In vitro veritas 2015;16:81-89 87

concentracié de massa és estable durant 5 dies si aquestes es una descomposicié o degradacié d'ambdés farmacs al llarg del
conserven a (5 £ 3) °C (PD <-13,2 % i -11,4 % per al MEM i temps.
I'ETM, respectivament). Els valors negatius dels PD indiquen

Taula 1. Valors d'imprecisi6 i de biaix relatiu obtinguts per al sistema de mesura cromatografic basat en la UHPLC-MS/MS per a la
concentracié de massa de meropenem en el plasma.

Valor teoric de la Intradiari (n = 20) Interdiari (n = 20)
magnitud farmacologica - —
(mg/L) (r’;;—r/ﬁ) CV (%) 5 (%) (r’r‘]é’/f_) CV (%) 5. (%)
0,25 (LOQ) 0,25 + 0,041 16,4 0,0 0,27 + 0,047 17,2 8,0
1,0 (QC1) 1,10+ 0,13 11,9 10,0 0,96 £0,15 13,5 —4,0
30,0 (QC2) 31,1+2,12 6,8 3,7 31,4+£2,35 7,5 4,6
90,0 (QC3) 88,1+1,72 19 2,1 86,7 + 3,98 4,6 -3,6

n, nombre de mostres processades; X, mitjana aritmética; s, desviacié estandard; CV, coeficient de variacié; &, biaix relatiu; LOQ, limit
de quantificacié; QC1, Material de control 1; QC2, Material de control 2; QC3, Material de control 3.

Taula 2. Percentatges de recuperacié i de recuperacié normalitzats obtinguts per al sistema de mesura cromatografic basat en la
UHPLC-MS/MS.

Valor teoric de la magnitud farmacologica

(mg/L) % RE % n-RE
1,0 74,1+71 96,0+ 7,5
30,0 77,2149 99,1+51
90,0 81,4+35 104,5+3,8
x global (%) 7.6 96.2
s global (%0) 6,3 6,4
CV global (%) 8,1 6,7

% RE, percentatge de recuperaci6; % n-RE, percentatge de recuperacié normalitzat; x, mitjana aritmética; s, desviacié estandard:;
CV, coeficient de variacio.
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Taula 3. Percentatges d'efecte matriu i d'efecte matriu normalitzats obtinguts per al sistema de mesura cromatografic basat en la

UHPLC-MS/MS.

Mostra ME (%) n-ME (%)
1,0 mg/L 30 mg/L 90 mg/L 1,0 mg/L 30 mg/L 90 mg/L
Plasma 1 65,2 59,9 57,9 101,9 100,2 99,9
Plasma 2 52,7 55,5 51,4 98,6 84,0 89,6
Plasma 3 59,6 46,3 44,9 98,1 104,9 100,1
Plasma 4 66,2 64,6 65,5 89,6 98,4 94,3
Plasma 5 71,1 65,4 55,8 1111 102,0 126,6
Plasma 6 58,2 52,1 50,2 88,1 87,1 85,1
X (%) 62,2 57,3 54,3 97,9 96,1 97,0
s (%) 6,6 7,4 7,1 8,4 8,5 91
CV (%) 10,6 12,9 13,2 8,6 89 9,4
x global(%6) 57,9 97,8
s global (%0) 74 10,3
CV global (%) 12,8 10,5

ME, percentatge d'efecte matriu; n-ME, percentatge d'efecte matriu normalitzat; x, mitjana aritmética; s, desviaci6 estandard;

CV, coeficient de variacio.

4. Conclusions

En aquest treball es desenvolupa un procediment de mesura i
es valida un sistema de mesura basat en la UHPLC-MS/MS que
permet el mesurament de la concentraci6 de massa de MEM en el
plasma. Tenint en compte el temps d'analisi i les propietats
metroldgiques del sistema validat, aquest podria ser Gtil per a la
realitzaci6 d'estudis PK/PD i per a la monitoritzacio
farmacoterapeutica de MEM en diferents tipus de pacients,
particularment, en pacients critics amb sepsia que reben terapia
de reemplagament renal continu, possibilitant una millor
comprensio de I'eficacia d'aquest farmac.

o
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