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RESUMEN

Antecedentes

La alimentacion del recién nacido (RN) sano, prematuro y enfermo con leche
materna (LM), mejora su cociente de desarrollo, trasmite factores
inmunoprotectores y previene complicaciones como enterocolitis necrotizante y
sepsis. En los RN que no disponen de leche de su propia madre, la leche
materna donada (LMD) es la mejor opcion. Por esta razén, la apertura de
Bancos de Leche Humana (BLH) continda en expansion. Con el fin de preservar
las propiedades nutricionales de la leche y reducir la presencia de patdégenos,
estos BLH funcionan con protocolos para el procesamiento de la LM. Hasta el
momento no existe consenso en las guias de actuacion de los diferentes BLH y
tampoco existen protocolos donde se incluya el cribado de drogas en LMD. La
mayoria de las sustancias que inhala o ingiere la madre pasan parcialmente a la
leche. La LMD no esta considerada dentro de la Ley de Trasplantes de
Organos y Tejidos; no se considera un medicamento, ni un producto sanitario.
Sin embargo, es importante que sea segura y se encuentre en las mejores
condiciones para ser proporcionada a los RN, sobretodo sin son prematuros.
Los objetivos del presente trabajo son: (1) evaluar la seguridad toxicologica de
la LMD en funcién de distintos procedimientos de seleccion de donantes y de
procesamiento de la leche; (2) analizar la concentracion de toxicos encontrados
en la leche materna donada y su posible repercusion en el neonato; y (3)
justificar la realizacion de un cribado de drogas en la seleccion de donantes y
durante el procesamiento de la leche.

Metodologia

En una primera fase (febrero a julio de 2009), se incluyeron en el estudio 63
mujeres lactantes donantes del BLH del Hospital 12 de Octubre en Madrid. Se
analizaron 400 muestras de leche pasteurizada ademas de 34 muestras antes y
después del proceso de pasteurizacion. En un segundo periodo (agosto de
2010 a febrero de 2012), se incluyeron 36 mujeres que participaron en el

cribado de sustancias de abuso en LM y pelo. En el mismo periodo se
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analizaron 54 muestras de orina recogida durante el proceso de seleccion de
donantes. Se compararon los resultados obtenidos de la determinacion de
sustancias de abuso a partir de 3 matrices biolégicas diferentes con los datos
recogidos en el cuestionario de habitos de vida.

Como control se analizo la leche de 3 mujeres consumidoras de cannabis,
cocaina (COC) y metadona (MTD) respectivamente. Para el estudio bioquimico
de las muestras de leche y orina se utilizé la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) validada para la
determinacion simultanea de 18 sustancias en una sola muestra. Las
determinaciones en pelo se realizaron mediante cromatografia de gases.
Resultados

El 45,3% de las muestras (n = 400) contenian una concentracion media de
cafeina (CAF) de 496 + 778 ng/ml (0-7.564 ng/ml). En el analisis de la leche y el
pelo de las 36 mujeres se encontro: CAF (272,76 ng/ml = 560,50 ng/ml) en el
50% de las muestras de leche; y en el pelo se detect6 CAF (1.769 + 1.582
ng/mg) en 77,7% de las muestras; nicotina (NIC) (1.805 £ 2.956 ng/mg) y su
metabolito cotinina (COT) (0,148 * 0,336 ng/mg) en el 33,3% (12/36). En el
analisis de orina se determind: CAF (343,70 ng/ml) en el 57,4% (31/54) de las
muestras; COT (0,52 ng/ml) y 3-OH-COT (2,01 ng/ml) en el 35,12%. No se
identificaron sustancias de abuso ilegales en las 3 matrices biolégicas. El
proceso de pasteurizacion no tuvo efecto en la concentracion de CAF medida
en las muestras de leche.

Respecto a los casos controles; en la leche de la madre cocaindbmana se
cuantifico COC (5 ng/ml) y CAF (539 ng/ml); la leche de la madre fumadora de
cannabis contenia tetrahidrocannabinol (THC) (86 ng/ml), su metabolito hidroxi-
THC (THC-OH) (5 ng/ml) y COT (51 ng/ml). La leche de la madre en tratamiento
con metadona (MTD) contenia MTD (97 ng/ml), su metabolito EDDP (8 ng/ml) y
morfina (MOR) (7 ng/ml).

Discusion

Hasta el momento no existen guias en BLH donde se incluya algun método

objetivo para el cribado de sustancias de abuso. Se toma como valida la
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informacion declarada por las madres durante el proceso de seleccion de
donantes mediante un cuestionario de habitos de vida. Las donantes del BLH
estan sensibilizadas para evitar el consumo de sustancias de abuso, por lo que
los resultados no pueden extrapolarse a la poblacion general.

Conclusiones

Los cuestionarios empleados durante la seleccion de donantes y el proceso de
pasteurizacion no constituyen una medida de seguridad toxicolégica absoluta.
No obstante, los niveles de CAF encontrados en la LMD no son lo
suficientemente altos para ocasionar sintomatologia en el RN. Actualmente se
cuenta con la tecnologia necesaria para el cribado de toéxicos en BLH. Incluir el
estudio de orina y pelo durante la seleccion de donantes y un cribado en la
leche acumulada de cada madre previo al proceso de pasteurizacion y
alicuotado puede garantizar que la LM dispensada sea de calidad y libre de

toxicos.
Palabras clave

Leche materna donada; Bancos de leche humana; Sustancias de abuso; Recién
nacido
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ABSTRACT

Introduction

Breast milk feeding improve developmental quotient, transfers immunoprotective
factors and prevent complications such as necrotizing enterocolitis and sepsis.
Newborns whose their own mother’s milk is not available, donated human milk
(DHM) is the best choice. For this reason, the opening human milk banks (HMB)
continues to expand. In order to preserve the nutritional properties of milk and
reduce the presence of pathogens, these HMB work with protocols for
processing the DHM. Actually there is no consensus in HMB guidelines; there
are no protocols where drug screening in DHM is included. Most of substances
consumed or inhaled by mothers partially pass into the breast milk. Breast milk
is not included in the Organ Transplant Law and Tissue; DHM is not considered
as a drug or a medical device. However, it is important having DHM safe and in
optimal conditions to be provided to NB, especially if they are premature. The
objectives of this work are: (1) Evaluate toxicological safety of DHM according to
different donors selection processes and breast milk processing; (2) analyze
drugs concentration found in DHM and its possible clinical effect in neonates;
and (3) justify a drug screening during the donor selection and milk processing.
Methodology

In a first stage (February to July 2009), 63 lactating women donors from HMB
Hospital 12 de Octubre in Madrid, were included in the study. 400 pasteurized
milk samples and 34 samples before and after the pasteurization were analyzed.
In a second period (August 2010 to February 2012), 36 women who participated
in drugs of abuse screening in hair and milk were included. In the same period,
54 urine samples were collected during donor selection process and were
analyzed. We compared results obtained from substance abuse determination in
3 different biological matrices with data collected in lifestyle questionnaires. Milk
from 3 women cannabis, cocaine and methadone respectively consumers were
analyzed as control. Biochemical analysis of milk and urine samples was

performed by liquid chromatography tandem mass (LC-MS/MS), a validated
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method for quantifying simultaneously 18 substances in a single sample. Hair
determinations were performed by gas chromatography.

Results

Caffeine (CAF) was found in 45,3% of donor milk samples (n = 400), with a
mean concentration of 496+ 778 ng/mL (range, 0-7564). Milk and hair analysis
from 36 women indicated: CAF (272,76 ng/ml £ 560,50 ng/ml) in 50% of human
milk; CAF (1.769 + 1.582 ng/mg) in 77% of hair samplesand nicotine (NIC)
(1.805 £ 2.956 ng/ml) and its metabolite cotinine (COT)(0,148 + 0.336 ng/mg)
were found in 33,33% of the total hair samples. Urinalysis revealed CAF (343,70
ng/ml) in 57,4% of samples; COT (0,52 ng/ml) and 3-OH-COT (2,01 ng/ml) in
35,12% of samples. No illegal drugs were identified in any of 3 biological
matrices. Pasteurization had no effect on caffeine concentration measured in
milk samples.

Regarding cases controls; in milk from cocaine addict mother, COC (5 ng/ml)
and CAF (539 ng/ml) were quantified; milk from smoking cannabis woman
contained tetrahidrocannabinol (THC) (86 ng/ml), its metabolite Hydroxy-THC
(THC-OH) (5 ng/ml) and COT (51 ng/ml). Milk from mother on methadone
(MTD) maintenance contained MTD (97 ng/ml) its metabolite EDDP (8 ng/ml)
and morphine (MOR) (7 ng/ml).

Discussion

Actually there are no guidelines in HMB which a target DHM target method of
screening substances of abuse is included. Information reported in lifestyle
questionnaire is considered as valid. HMB donors are sensitized to prevent
substance abuse consumption; by this reason results can not be extrapolated to
the rest of the population.

Conclusion

Lifestyle questionnaire used during donor selection and pasteurization process
does not constitute a measure of toxicological safety. However CAF levels found
in DHM are not high enough to produce /cause symptoms in the NB. Nowadays
necessary technology exists for toxic screening in HMB. Including urine and hair

analysis for donor selection and screening drugs in milk pool before
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pasteurization and aliquoted process may guarantee dispensing breast milk

without drugs.

Key words

Donated human milk; Human milk banks; Substance abuse; Newborn
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1.1 Practica de la lactancia materna

En las ultimas décadas se han producido avances considerables que han
aportado conocimiento cientifico sobre los beneficios de la alimentacion con LM.
Esta practica beneficia al nifio, la madre y la comunidad. En 1989, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Fondo de las Naciones Unidas
para la Infancia (UNICEF) hicieron publico un comunicado dirigido a los
gobiernos: “Proteccion, promocion y apoyo de la lactancia natural. La funcion de
los servicios de maternidad” [1] .En el mismo afio, las Naciones Unidas
adoptaron la Convencidon sobre los Derechos de la Infancia, la cual expresa
(articulo 24, apartado e) la necesidad de asegurar que todos los sectores de la
sociedad, en particular los padres, conozcan las ventajas de la lactancia
materna y reciban apoyo para la aplicacion de esos conocimientos [2]. Desde
entonces se han implementado guias y recomendaciones para los pediatras y
otros profesionales de la salud con el fin de promover y asistir el inicio y

mantenimiento de la lactancia materna.

Segun la encuesta de lactancia materna del Departamento de Salud de la
Generalitat de Catalufia, la practica de la lactancia materna en Catalufia ha ido
aumentando respecto los primeros datos recogidos en 1989. En 1989, un 72%
de los RN fueron amamantados al nacer; la cifra aumento hasta el 81.8% en
2010 con un 68.8% de los RN con lactancia exclusiva [3] . La lactancia materna
a los 6 meses ha pasado de un 6,3% en 1989 a un 46.6% en 2010 (Figura 1).
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Figura 1. Practica de lactancia materna en Catalufia.

Se han publicado multiples estudios que hablan sobre las ventajas
inmunoldgicas, nutricionales, psicologicas, sociales y economicas de la
alimentacion con LM[4-9]. Por esta razon, la Academia Americana de Pediatria
(AAP) publico en 1997 las recomendaciones de alimentacion al seno materno y
el uso de LM[9]. La LM posee unas propiedades especificas que la hacen mas
idonea que todas las formulas artificiales. En las madres, la lactancia favorece
la disminucién del sangrado postparto, la involucién uterina gracias al aumento
de las concentraciones de oxitocina y ayuda a una temprana recuperacion del
peso previo al embarazo. A medio y largo plazo, disminuye el riesgo de cancer
de mamay ovario y disminuye del riesgo de osteoporosis y fracturas de cadera
en el periodo posmenopausico[10-12].
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1.2 Propiedades de la leche materna y beneficios en el

recién nacido

Actualmente son bien conocidas las ventajas de la alimentacion con LM
comparada con las formulas. Otorga ventajas a neonatos sanos, prematuros y
enfermos porque, ademas del vinculo que se crea entre madre e hijo, se
transmiten factores inmunoprotectores y de crecimiento ayudando a prevenir
complicaciones como la enterocolitis necrosante y sepsis, ademas de mejorar el
cociente de desarrollo[8, 13-19]. Estos beneficios favorecen la disminucion de la
morbilidad, mortalidad y acortan la estancia en las unidades neonatales. Por tal
motivo, la alimentacion con LM es recomendada por la OMS y otras sociedades
cientificas, incrementando su uso en las unidades de cuidados intensivos

neonatales.

Sin embargo, no siempre existe suficiente leche disponible de la propia madre
para la alimentacion de los nifios muy prematuros. En estos casos la leche
humana donada es la mejor alternativa[9, 13, 20, 21]. Se ha comparado la
evolucion de neonatos alimentados con LMD o con férmula suplementaria y se
ha concluido que la alimentacion con leche donada también otorga los
beneficios de la LM[8, 16, 21-23]. Alimentar a los prematuros con LMD permite
el inicio temprano de la alimentacién al no tener que esperar a que la madre
tenga leche propia, los RN presentan una mejor tolerancia al incremento
gradual de la alimentacion y disminuye el riesgo de enterocolitis necrosante
cuando se compara con las formulas artificiales. Todo esto se traduce en
ofrecer al neonato una alimentacion completa (acorde a su peso) a las 36 horas
de vida, permitiendo acortar su estancia hospitalaria. También se ha descrito
gue la tasa de lactancia materna al alta del nifio es mayor cuando se dispone de
LHD[13, 24]. A largo plazo el uso de LMD disminuye los factores de riesgo
cardiovascular la edad adulta, entre ellos una adecuada tension arterial y los
adecuados niveles de lipoproteinas séricas[25]. El periodo neonatal es un

periodo ventana critico para la maduracion del sistema inmunologico. La LM
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tiene un rol importante en el desarrollo del sistema inmune a través de factores
inmunoactivos. Estos, ademas de ser oligosacaridos y é&cidos grasos de
cadena larga poliinsaturados, son bien conocidos como componentes
inmunomoduladores que tienen un rol importante en la prevencion de
alergias[26-28].

La LM, ademas de alimento, es un producto bioldgico y tanto en su
procesamiento como en su conservacion, precisa de un manejo experto que
garantice su seguridad y calidad certificada. En general con la LM, ya sea
propia o donada se trabaja desde la perspectiva de la seguridad para que no
sea vector de ninguna infeccion o téxico que pueda causar al RN algun dafio
agudo o que afecte a su desarrollo. Integrar el conocimiento de la tecnologia de
la alimentacion durante el procesamiento de la leche deberia garantizar su
calidad. La puesta en marcha de nuevos bancos de leche permite el
procesamiento de la LM para ofrecerla al mayor nimero de RN atendidos en

unidades neonatales.

1.3 Bancos de leche, historiay funcionamiento

La practica de la lactancia entre los mamiferos es intrinseca a la especie y la
alimentacion con leche diferente a la de la propia madre esta documentada
desde 2250 a.C. en el Codigo de Hammurabi. Durante el transcurso de la
historia se encuentran textos que describen a mujeres de diferentes épocas y
estatus sociales cediendo el amamantamiento de sus hijos a las nodrizas. Esta
practica milenaria llegd a ocupar hasta una cuarta parte de los anuncios de
trabajo donde se implementaban normas de seleccion de nodrizas. Su
popularidad disminuyd de forma importante con el incremento de la mortalidad
infantil y su relacion con la presencia de enfermedades infecciosas como la
sifilis, desapareciendo con la aparicion del VIH. El uso de formulas artificiales se
disparo coincidiendo con la incorporacion de la mujer en el mundo laboral y la

falta de informacion acerca de las propiedades de la LM.
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Actualmente la mayoria de las unidades de cuidados intensivos neonatales
favorecen la lactancia materna almacenando la leche de las madres para
alimentar a sus hijos durante su ausencia. Para ofrecer los beneficios
cientificamente probados de la LM a RN prematuros de mujeres que no pueden
dar su leche o cuya produccion es insuficiente, se implementan medidas de
seguridad y metodologias para la obtencion de LMD segura. Se han creado
centros especializados donde la leche donada se selecciona meticulosamente,
se procesa y almacena en condiciones 6ptimas. Finalmente, con previos y
estrictos controles de calidad, se distribuye segun indicacion médica[29-32].

Existen 3 modelos diferentes de bancos de leche: 1) Banco de leche
comunitario que selecciona donantes, recoge, almacena y procesa LM para
destinarla a unidades neonatales externas que la requieran; 2) Banco de leche
institucional que funciona para cubrir la demanda de su propia unidad neonatal
y 3) Banco de leche institucional con proyeccion externa. Estos bancos
distribuyen leche no solo a su unidad neonatal, sino a la de otros centros

hospitalarios.

Los bancos de leche funcionan a nivel mundial desde 1909 con la apertura del
primero en Viena. Posteriormente se crean otras redes de BLH que contindan

en expansion (Figura 2) [33]:

* European Milk Bank Association

* United Kingdom Association for Milk Banking

* Rede Nacional de bancos de leite humano do Brasil
* Human Milk Banking Association of North America

* Red Iberoamericana de Bancos de Leche Humana

* Asociacion Espafola de Bancos de Leche Humana
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Todos estos bancos tienen un objetivo comdn: suministrar el alimento mas
fisiologico y beneficioso a los neonatos prematuros y aquellos criticamente

enfermos que no tienen acceso a la leche de su propia madre.
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Figura 2. Expansion de bancos de leche en Europa 2015

Bancos de leche en Espafia

Actualmente existen 8 bancos de leche activos en Espafa. El primero en
Mallorca, el cual se encuentra en funcionamiento desde el afio 2001. En 2007
se abri6 el de Madrid y posteriormente Valencia, Barcelona, Granada, Aragon y
Castilla y Ledn. Estos bancos forman parte de la Asociacion Espafola de
Bancos de Leche Humana (AEBLH), una entidad no lucrativa que tiene como
finalidad fomentar todas las actividades relacionadas con la obtencion,
conservacion, manipulacion y distribucion de leche humana para su posterior

administracion a RN. Asimismo, promueve actividades que favorecen la
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lactancia materna. En 2014 la AEBLH reporto la participacion de 1315 donantes
quienes donaron un total de 4966,8 litros de leche que beneficid a 1436 nifios

de 22 unidades hospitalarias (Figura 3)[34].

No.
Donantes 50 226 161 149 579 116 34 1315

Vol.Donada
189.18 1162.70 825.90 514.00 1640.50 466.48 168.00 4966.80

Vol.
Pasteurizada 175.50 1120.95 805.70 437.00 1134.40 394.58 56.00 4124.40

Vol. Distribuida

171.25 1051.56 522.21 319 1090.50 305.33 52 3511.90
No. Receptores
75 456 217 128 455 105 1436
Hospitales
receptores 3 1 1 2 10 3 2 22

Figura 3. Datos de actividad Asociacion Espafola de Bancos de Leche
Humana 2014

Banco de Leche del Hospital 12 de Octubre

El 17 de diciembre de 2007 se puso en marcha el BLH del Servicio de
Neonatologia del Hospital 12 de Octubre en Madrid. En el primer afio de
funcionamiento se aceptaron como donantes a 83 mujeres que donaron 489
litros de leche. Se dispens6 LMH a 200 nifios que estuvieron ingresados en el
Servicio de Neonatologia de esa unidad hospitalaria. Cuando se adquirié
experiencia en el procesamiento de la leche y las necesidades de los recién
nacidos ingresados en el 12 de Octubre estuvieron cubiertas, se decidio ampliar
el Banco de Leche para poder incrementar el volumen de leche procesada y
enviarla a otros centros hospitalarios. En mayo del 2014 se inauguro el nuevo

banco de leche que pas60 a llamarse Banco Regional de Leche Materna
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Aladina-MGU. Hoy en dia, mas de 1.500 nifios de los hospitales 12 de Octubre,
La Paz, Puerta de Hierro y Severo Ochoa de Leganés, reciben LMD.

Perfil de mujeres donantes al BLH del Hospital 12 de Octubre

Las mujeres que deciden donar leche a este banco lo hacen de manera
altruista. El rango de edad comprende entre los 18 y 42 afios (media 33 afos),
en su mayoria espafolas (79%). En el momento de la donacion la gran mayoria
se encuentra de baja maternal o trabajando a media jornada, lo que permite la
participacion con el banco de leche. La razon principal que motiva a estas
mujeres para la donacion de leche es el deseo de ayudar a los RN que la
necesitan, ya que un 44.6% de ellas tuvo su hijo ingresado en la unidad
neonatal. Otras mujeres deciden donar por tener una produccion lactea
abundante. Las madres donantes inician las donaciones al cuarto mes del
nacimiento de su bebé aproximadamente, momento en que la lactancia esta
correctamente establecida y las necesidades de su hijo estan cubiertas. El
periodo promedio de donacion es de 6,5 meses. Es interesante destacar que el
65% de las mujeres donantes tienen estudios universitarios. De hecho, esta
bien descrito que las mujeres con estudios universitarios amamantan con mas
frecuencia a sus hijos. Es posible que las mujeres con este perfil tengan un
mayor acceso al conocimiento sobre los beneficios que otorga la LM y por lo
tanto, sean mas sensibles a las necesidades de un BLH [35].

1.4 Guias para el procesamiento de leche donada

La leche materna donada no esta considerada dentro de la Ley de Trasplantes
de Organos y Tejidos (Real Decreto 1301/2006), tampoco se considera un
medicamento ni un producto sanitario. No hay legislacion internacional al
respecto. Esta es una de las razones por la que no existe consenso

internacional en el funcionamiento de los BLH.
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Los procesos que siguen los bancos de leche comprenden: 1) seleccion de
donantes, 2) extraccion de la leche, 3) congelacion y almacenamiento pre-
pasteurizacion, 4) seleccion previa a la pasteurizacion (acidez de Dornic,
crematocrito, 5) pasteurizacion, 6) congelacion, 7) descongelacion y 8)
distribucion. Los procesos se describen a continuacion. Se sefialan también las

diferencias en el funcionamiento de los distintos bancos de leche.

1. Seleccién de donantes:

En general los requisitos para ser donante de leche incluyen: demostrar la
identidad, donar la leche de forma voluntaria y altruista y estar amamantando
satisfactoriamente a tu bebé. La donacion se puede iniciar en cualquier
momento de la lactancia, pero se recomienda esperar en entre 3 y 8 semanas
después del parto para que la lactancia esté correctamente establecida. En
Brasil, Espafia y otros bancos no hay limite superior en los meses que una
mujer puede estar donando porque los controles posteriores permiten clasificar
la leche en funcién de sus diferentes cualidades. En los bancos de leche
pertenecientes a la Asociacion Norteamericana no se admiten como donantes
las madres que lleven mas de un afio lactando, puesto que con el paso del
tiempo se va modificando la composicion de la leche y se considera que ya no
es apta para los prematuros. Es importante tener un estilo de vida saludable,
no ser consumidora de alcohol, tabaco, marihuana, cocaina y otras sustancias
psicotropas, asi como medicamentos o0 productos de herboristeria
contraindicados durante la lactancia. En caso de ser vegetariana estricta
(vegana) debera comprometerse a tomar los suplementos vitaminicos
necesarios. Otros requisitos son: disponer de un congelador que alcance -18°C,
firmar el consentimiento informado y respetar las instrucciones para la

extraccion, conservacion y transporte de la leche.

Respecto a la transmision de infecciones existe un triple control: 1) cuestionario

de habitos de vida que excluye las mujeres con habitos de riesgo, 2) serologia
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(VHB, VHC, VIH vy sifilis) para excluir a las mujeres que pueden transmitir
cualquiera de estas infecciones, 3) pasteurizacion de toda la leche. En relacion
a las sustancias toxicas legales o ilegales que puedan estar presentes en la
leche donada, el unico dato que se recoge es el obtenido en el cuestionario de
habitos de vida.

Extraccion de leche

Al ser aceptadas como donantes, se explica y otorga por escrito las normas de
extraccion y conservacion de la leche, haciendo énfasis en la importancia del
adecuado control de la cadena de frio. Se suministran sacaleches (si no poseen
uno propio), recipientes de cristal estériles, etiquetas para identificar los botes y
una nevera portatil para el transporte de la leche. Existen bancos de leche que
cuentan con el servicio de recogida de muestras a domicilio. Las normas de
higiene que deben seguir las madres antes de la extraccion de leche van desde
solo lavado de manos[30, 36, 37] hasta uso de mascarilla y gorro[29]. En
cuanto al mejor método de extraccion también hay diferencias entre las distintas
guias: algunas aceptan todos los metodos, otras prefieren la extraccion manual
[29]. Las recomendaciones referentes a la limpieza de los sacaleches van
desde limpieza con agua y jabon[30] hasta la esterilizacion después de cada
uso [29, 36].

Congelacion y almacenamiento pre-pasteurizacion.
La mayor parte de los bancos de leche, con el fin de conservar la calidad de la
leche, establecen un tiempo maximo de congelacion (-20°C) pre-pasteurizacion

de 3 meses desde la fecha de extraccion. Otros bancos recomiendan un

maximo de 15 dias [29].
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Seleccidn antes de la pasteurizacion.

La leche que se va a pasteurizar se descongela al bafio Maria bajo vigilancia
estricta. La descongelacion se suspende en el momento que queda un bloque
central de hielo que sea aproximadamente del 50% del total de la leche. Una
vez descongelada, lo primero que se hace es olerla buscando alteraciones en
las caracteristicas organolépticas como reflejo de alteraciones en la
composicion debido al almacenamiento. Las guias inglesas [38], americanas
[29], y del PREM Bank de Australia[31] realizan un cultivo microbiolégico pre-
pasteurizacion (aceptando el crecimiento de las bacterias saproéfitas habituales
de la piel en n°® menor de 100.000 unidades formadoras de colonias por ml). En
cambio, la Red de Bancos de leche de Brasil [39] realiza determinacion de la
acidez titulable (método Dornic). La leche con una acidez Dornic mayor de 8,0
se desecha por la correlacion que existe entre niveles elevados de acidez y
crecimiento bacteriano. Ademas, esta acidez informa de la calidad de la leche,
ya que si es baja quiere decir que no ha habido proceso de degradacion y por
tanto hay mayor biodisponibilidad del calcio y fésforo. Otro procedimiento previo
al proceso de pasteurizacion es la determinacion de crematocrito (porcentaje de
crema-grasa de la leche), para conocer el contenido caldrico de la leche y de
esta manera, seleccionar la leche en relacion con el contenido caldrico e
indicarla en situaciones clinicas puntuales donde se requiere leche con un

aporte energeético preciso.

Pasteurizacion

Hay unanimidad en todas las guias revisadas[29, 31, 36, 39] sobre el uso de la
pasteurizacion a una temperatura de 62,5°C durante 30 min, con excepcion de
Noruega, donde la administran cruda. La mayoria no mezclan leches de
distintas donantes, excepto las guias americanas. El enfriamiento posterior
debe ser lo mas rapido posible para evitar la pérdida de propiedades. Durante

todo el procedimiento se monitoriza la temperatura de la leche en un recipiente
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testigo y se registra. Tras la pasteurizacion, todos realizan un control
microbiolégico. No hay reportes sobre los cambios cualitativos o cuantitativos
gue pueden sufrir los xenobiodticos, incluyendo las drogas de abuso y sus

metabolitos, al ser sometidos a un proceso de pasteurizacion.

Congelacion tras pasteurizacion

La leche ya pasteurizada se conserva congelada a -20°C hasta el momento de
su dispensacion. No existe unanimidad en el tiempo limite para conservar la
leche. La guia de Brasil [39] indica periodos de hasta 6 meses para su
utilizacion, guardada a una temperatura de -18 °C; la PREM Bank de Australia
[31] establece un maximo de 3 mesesy la guia inglesa entre 3 y 6 meses [30].

Descongelacion de la leche donada

La mayoria de las guias desaconsejan el uso del microondas para la
descongelacion [29-31] debido al riesgo de sobrecalentamiento y con ello de
pérdida de calidad y sobrecrecimiento bacteriano. La Red de bancos de Brasil
[39] permite su uso, combinandolo con la utilizacion de una tabla de conversion
de tiempos perfectamente definidos para asegurar que no se produzca el
sobrecalentamiento. Las guias britanicas [30] recomiendan la descongelacion
en la nevera y durante un tiempo maximo de 24 horas. Si la descongelacion es

a temperatura ambiente no debe exceder las 4 horas.

Administracion de la leche humana tras descongelacion

Los nifios prematuros suelen requerir una sonda orogastrica para la
administracion de leche, de forma intermitente o continua mediante bombas de
alimentacion. Habitualmente se cambia la jeringa cada 4 horas, tiempo maximo
que puede permanecer la LM a temperatura ambiente [29,39]. Ninguna guia
hace referencia a la posible pérdida de calidad de la leche administrada por
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sonda. Una revision Cochrane del 2011 concluye que a partir de la limitada
informacion disponible hasta la fecha, no se pueden determinar los beneficios y
los riesgos clinicos de la alimentacion continua o intermitente por sonda

nasogastrica[40].
Receptores de leche materna donada

Los receptores habituales de leche donada son los nifios prematuros menores
de 32 semanas de gestacion o menores de 1.500 g, cuyas madres no pueden
proporcionar suficiente leche. Otros receptores son nifios con enfermedad
quirurgica abdominal, cardiopatias con bajo gasto cardiaco y otras
enfermedades con riesgo de enterocolitis necrosante. La administracion se
hace siempre bajo prescripcion médica. Al tener la leche clasificada en funcion
de la acidez y el crematocrito, se puede buscar la que mejor convenga para

cada receptor en funcion de sus necesidades.

En definitiva, existe una falta de consenso y de pruebas en muchos de los
procedimientos que conforman la donacion de leche, desde la seleccion de
donantes a la administracion. Existe una falta de estudios al respecto teniendo
en cuenta que la leche donada se proporciona a RN criticamente enfermos y
por tanto sus procedimientos deberian estar estandarizados no solo para
garantizar la seguridad, sino también para confirmar que se mantiene su calidad
nutricional e inmunoldgica. Ninguna de las guias habla sobre el tamizaje de
consumo de drogas de madres donantes de leche, aspecto importante para la

certificacion de calidad de esta leche.

1.5 Consumo de sustancias de abuso en la poblacion

general

El consumo de sustancias de abuso continda siendo un problema de salud

publica. El tabaco y el alcohol siguen siendo las sustancias psicoactivas
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mayormente consumidas. Mas del 25% de la poblacion mundial es fumadora.
En la Encuesta Nacional de Salud del 2011, se concluyé que, entre los
espafioles mayores de 15 afios, habia un 24% de consumo diario y un 3,1%
ocasional; un 19,6% se identific6 como ex fumador. Desde 1993 el porcentaje
de poblacién que consume tabaco a diario muestra un continuo descenso. La
puesta en vigor de la Ley del Tabaco en 2010 amplié la prohibicién de fumar en
espacios publicos cerrados y colectivos, disminuyendo considerablemente la
exposicion al humo del tabaco de la poblacion no fumadora[41]. EI consumo de
alcohol permanece constante, 52,7%, de los cuales un 6,2% son grandes
consumidores de alcohol [42]. En Espafa la prevalencia del consumo de
alcohol (30 dias previos a la entrevista) es del 74% para los hombres y 52,2%
para las mujeres (Figura 4).
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Figura 4. Consumo diario de alcohol por sexo y grupo de edad, en la
poblacion espafiola de 15 afios y mas (Encuesta Nacional en Salud
2011/2012).
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Segun la Encuesta Nacional de Salud y Uso de Drogas de los Estados Unidos
del 2014, 27 millones de personas mayores de 12 afios refirieron un consumo
de drogas ilicitas los 30 dias previos a la encuesta. Esta cifra representa el
porcentaje mas alto (10,2%) registrado desde el afio 2002. El cannabis es la
droga ilicita mas consumida. En Estados Unidos un 8,4% de los mayores de 12
afnos lo consumen[42], mientras que en Espafa la Encuesta sobre el uso de
Drogas reportd un consumo del 7,6% en personas entre 15 y 64 afos[41].
(Figura 5)
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Figura 5. Consumo de drogas ilicitas segun la Encuesta Nacional de Salud

y Uso de Drogas de los Estados Unidos 2014,

Las prevalencias de consumo en mujeres han aumentado considerablemente
en los ultimos tiempos. El 10,8% de las mujeres embarazadas entre 15 y 44
afnos consumen alcohol, el 26,7% tabaco y el 5,4% otras drogas ilicitas[42]. Los
estudios de consumo de sustancias de abuso no reportan prevalencia de

consumo en mujeres lactantes.
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1.6 Transferencia de drogas a la leche materna y

efectos en el recién nacido

La mayoria de sustancias de abuso licitas e ilicitas que ingiere una mujer
lactante pasan en cierto porcentaje a la LM y pueden modificar su produccion,
volumen y composicion. La transferencia de drogas a la LM ocurre, en la
mayoria de las ocasiones, por difusion pasiva; sin embargo algunas otras
pueden pasar a la leche mediante transporte activo[43]. Dependera entonces de
las caracteristicas fisico-quimicas de la droga: su afinidad por la unién a
proteinas plasmaticas, ionizacion, grado de lipofilicidad y su peso molecular. En
general, la baja afinidad por las proteinas, el bajo peso molecular, la alta
lipofilicidad, el pH bajo y el alto contenido de lipidos facilitan su excrecion[44].

Existe mucha confusion entre la comunidad cientifica respecto los efectos a
corto y largo plazo que pueden ocasionar las drogas en los RN alimentados con
LM. Esta es la razon por la cual las medicaciones tienden a ser restringidas y
limitadas durante el periodo de lactancia; también se aconseja a las mujeres
lactantes que reduzcan el consumo de bebidas con CAF y eviten el consumo de

tabaco y drogas de abuso.

Existen muchos casos clinicos reportados que hablan sobre RN alimentados
con leche materna que presentan sintomas de intoxicacion secundaria al
consumo materno de ciertas sustancias, tales como irritabilidad, vomito,
sedacion respiratoria y shock[45-48]. Sin embargo, hay pocos estudios en
mujeres lactantes y sus hijos que evalien el riesgo real del consumo de
sustancias por parte de la madre. El objetivo de medir los xenobioticos y/o sus
metabolitos en LM es conocer la cantidad de droga excretada a través de la

leche para poder calcular la dosis ingerida por el nifio.
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La concentracion de la droga en la leche depende directamente de la dosis
ingerida, la duracion del consumo, la cantidad total de excrecion de leche por
dia, la salud materna y su genotipo La mayoria de los xenobidticos pasan de la
circulacion sanguinea a la leche en una relacion plasma/leche distinta segun
sus caracteristicas quimicas. Algunas sustancias como la cocaina o las
anfetaminas se concentran de forma muy importante en la leche porque son

bases débiles y la leche es ligeramente mas &cida que el plasma.

El RN es un organismo en desarrollo, las transformaciones fisioldgicas siguen
su curso a medida que el nifio crece. En el neonato los sistemas metabolicos y
de eliminacion son inmaduros; la mayor parte de las reacciones de oxidacion,
reduccion, hidrolisis, conjugacion, acetilacion y metilacion se encuentran
disminuidas. Otros sistemas de metabolizacion de drogas como las enzimas
hepaticas P450 y CYP3A7 , pasan del 40% al 100% de la funcion del adulto al
mes de vida[49]. Por esta razon los neonatos tienen una menor capacidad para
metabolizar drogas. Estas se acumulan, aumentan su vida media y pueden
alcanzar niveles potencialmente téxicos. La excrecion renal de drogas depende
de la filtracion glomerular y la secrecion tubular. La tasa de filtracion glomerular
del RN a término, es tan solo el 25% de la del adulto; no es hasta los 3-5
meses de edad cuando se incrementa. La funcion tubular madura mas

lentamente que la tasa de filtracion glomerular[50].

El padecimiento de ciertas patologias (colestasis, reseccion intestinal,
insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal, hipo o hipertiroidismo) asi como la
administracion de otros farmacos pueden modificar la absorcién, metabolismo y

eliminacion de ciertas sustancias.

En los primeros meses de vida, el RN es muy vulnerable a los xenobidticos
porque su sistema nervioso central estad todavia en fase de desarrollo. Por
ejemplo, la migracion de las neuronas de los hemisferios cerebrales, que

empieza aproximadamente a la sexta semana de gestacion, continta hasta los
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5 meses después del nacimiento[51]. Existe una creciente preocupacion por la
exposicion de drogas psicoactivas durante el embarazo y el postparto, ya que
se ha demostrado que la mayoria pueden afectar el correcto desarrollo del
cerebro y de otros 6rganos del RN.

La relevancia de realizar determinaciones de xenobidticos en leche materna es
conocer su concentracion y poder predecir, de esta manera, el riesgo al que se
enfrenta un bebé alimentado con leche contaminada.

La exposicion de drogas en los neonatos por medio de la leche depende de la

relacion (M/P), la cantidad de leche ingerida y la capacidad de aclaramiento.

La cantidad de leche ingerida por un RN es de aproximadamente 150 ml/
kilo/dia. Conociendo las concentraciones de una determinada droga en la LM,

podemos calcular la cantidad consumida por el neonato al dia.

En caso de no conocerse las concentraciones de droga en la LM, la dosis
podria ser calculada a partir de la concentracion plasmatica materna de la
droga, la relacién M/P y el total de leche ingerida por dia.

A pesar de toda la informacién publicada acerca de los riesgos relacionados

con el uso de drogas, las tasas de consumo de sustancias de abuso en mujeres
en edad fértil y lactantes siguen siendo altas. A continuacion se cita una lista de
drogas de uso comun y sus efectos en el RN.

38



Nicotina

La NIC tiene una absorcion rapida y es metabolizada a COT, trans-3-hydroxy-
COT y COT-N-oxido. La NIC y sus metabolitos pueden pasar a la leche a traves
de las células epiteliales de la glandula mamaria. Es una base débil (pK,'=8.0) y
se concentra en la leche ligeramente acida (pH 6.8) a través de la captura de
iones. La vida media (t%2) de la NIC en plasma es ligeramente mas alta
(aproximadamente 2 horas); la concentracion de COT permanece constante
durante un intervalo de 4 horas sin fumar. La concentracion de NIC en la leche
es de 1.5 a 3 veces mas alta que la concentracién plasmatica simultanea de la
madre[52], sin embargo, solo el 10% de la dosis de NIC materna es excretada a
traves de la LM [53].

En la década de los noventas se realizaron estudios de cohorte en mujeres
lactantes fumadoras, se midio simultaneamente la NIC y su principal metabolito
(COT) en leche materna y en la orina de los lactantes con el objetivo de estimar
la cantidad de metabolitos de la NIC que se incorporan a la leche[54]. Estos
estudios concluyeron que la fuente principal de exposicion a la NIC en RN es la
LM, seguido del consumo pasivo por la exposicion al humo del tabaco. Existe
una relacion directamente proporcional entre las concentraciones de CAF en
LM y el numero de cigarrillos fumados por dia ademas de una correlacion lineal

entre las concentraciones de COT y NIC en plasmay LM [52].

Las metodologias descritas para la determinacion de NIC incluyen:
cromatografia de gases con detector de nitrégeno-foésforo (GC-NPD),
cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion ultravioleta (HPLC-UV),
cromatografia liquida con deteccion UV y detector de arreglo de diodos (LC-
UV/DAD) y cromatografia liquida-ionizacion por electrospray acoplado a
espectrometria de masas en tandem (LC/ESI/MS/MS)[43]. La aplicacion de
estas técnicas ha permitido estimar el consumo medio de NIC a través de la LM
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(7 ug/kg/dia) [55] y otras caracteristicas Utiles para el analisis quimico de la NIC

y sus metabolitos.

Efectos adversos

Los hijos de madres fumadoras presentan mas colicos, estdn mas
predispuestos a infecciones respiratorias y su tasa respiracion/saturacion de
oxigeno posterior a la alimentacion se ve disminuida[56]. Existen estudios
acerca del sindrome de abstinencia en RN de madres con historia de
tabaquismo intenso[57]. Vagnarelli utilizé la técnica LC/ESI/IMS/MS en el
diagnoéstico del sindrome de abstinencia por NIC en un RN que presentaba
crisis de temblores y rigidez; la madre tenia historia de tabaquismo intenso. La
determinacion de NIC reveld concentraciones altas de NIC en cabello de la
mama y del nifio. Al mes de vida el lactante continuaba con un patron
intermitente de los sintomas que se relaciono con niveles fluctuantes de NIC en
diferentes sesiones de lactancia generando un sindrome de abstinencia

postnatal a la NIC.

Recomendaciones

En la Declaracion del Comité de Drogas de la AAP (1994) se concluyé que la
NIC esta contraindicada en la lactancia debido a que causa disminucion en la
produccion de leche y disminuye, consecuentemente, la ganancia de peso del
lactante. Un estudio realizado a madres lactantes y sus hijos concluyé que
lactar y fumar es menos perjudicial que alimentar con biberén y fumar[58]. Las
estrategias para minimizar el dafio son: 1) suspender el consumo de tabaco, si
es posible; 2) prolongar el espacio de tiempo entre el consumo de un cigarrillo y
la lactancia para minimizar la exposicion; 3) someterse a un tratamiento con
parches de NIC; 4) emplear medidas para disminuir la exposicion del RN al
humo del tabaco como fumar fuera de casa y evitar lugares donde el consumo

de tabaco sea elevado.
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Cafeina (CAF)

Es conocido que las mujeres embarazadas y lactantes consumen grandes
cantidades de CAF en bebidas como cafe, té y refrescos de cola; también en
medicamentos (prescritos 0 no). La CAF se transfiere rapidamente a la leche
materna, llegando a los niveles pico 1 o 2 horas tras su consumo [59]. Las
concentraciones plasmaticas pueden variar en funcién de la absorcion y
eliminacion de cada individuo. Las concentraciones que pasan del plasma a la
LM son aproximadamente del 1% y podrian tener poca repercusion clinica. Sin
embargo, se produce también la trasferencia total de xantinas que pueden tener

repercusiones clinicas; representan el 18% de la dosis materna de CAF [60].

La dosis promedio de CAF en lactantes después de un consumo alto de CAF
(6-8 tazas = 750 mg/dia) por parte de la madre es de 0,6 -0,8 mg/kg/dia[61]. Es
importante remarcar que la CAF se utiliza como estimulante respiratorio en el
tratamiento de la apnea del prematuro a una dosis de 5 mg/kg/dia. Su
eliminacion es menor en el RN por su inmadurez en la via hepatica N-
demetilacion, haciendo que los prematuros hijos de mujeres que consumen
grandes cantidades de CAF puedan acumular dosis con potenciales efectos

toxicos.

Las metodologias que se han empleado para determinar los niveles CAF en LM
son: GC-NPD, HPLC-UV, LC-UV/DAD, y el unico método disponible capaz de
dar resultados confirmatorios y legales es la MS por su alta sensibilidad;

requiere ademas solo 1 ml de muestra para un analisis de corto tiempo[43].

Efectos Adversos

Los sintomas en lactantes expuestos a altas dosis de CAF incluyen: irritabilidad,
vomito y alteraciones en el patron del suefio[46].
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Todos los estudios realizados para la determinacion de CAF en LM coinciden
en que la concentracion media observada se encuentra entre 47-4.000 ng/mL,
lo que representa una dosis para el lactante de entre 7 y 600 ul/kg/dia. No
existen muchos estudios en la literatura que relacionen los niveles de CAF con
efectos adversos en el neonato. Solamente el caso de un RN, hijo de una
consumidora de mate durante el embarazo y la lactancia, present6 sindrome de
abstinencia neonatal severo durante 3 semanas después del nacimiento,
caracterizado por irritabilidad intermitente. Se cuantificO CAF 666 ng/ml por
medio de LC/MS/MS [62].

Recomendaciones

La AAP considera que el consumo de CAF puede ser compatible con la
lactancia [63], su uso ocasional parece tener poco efecto en los bebés
alimentados con leche materna. Se aconseja restringir el consumo a menos de
300 mg/dia (aproximadamente 3 tazas de café) durante la lactancia debido a la
vida media prolongada de la CAF en el RN.

Alcohol

A pesar de que se conocen ampliamente los efectos del consumo de alcohol
durante el embarazo, un estudio realizado en el Hospital del Mar en
Barcelona[64], encontrd que el 45.7% de las mujeres que acudieron al hospital
por trabajo de parto habian consumido grandes cantidades de alcohol durante
el embarazo. El riesgo de consumir alcohol durante la lactancia no esta bien
definido, sin embargo pueden presentarse efectos adversos como alteraciones
en el desarrollo motor [65], cambios en el patrén del suefio, disminucion en el
consumo de leche [66], falta de ganancia ponderal, hipoglucemia inducida por

alcohol y sedacion cuando los niveles plasméaticos maternos alcanzan los 300
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mg/dI[67]. Un consumo agudo excesivo puede provocar coma y convulsiones

en el lactante.

Pese a que aumenta discretamente los niveles de prolactina, el consumo agudo
de alcohol inhibe la secrecién de oxitocina de la madre y por tanto el reflejo de
eyeccion de la leche, reduciendo su produccién entre un 10 y un 25%. El
alcohol pasa facilmente a la leche materna en concentraciones similares a las
plasmaticas (M/P=1) [68], lo que significa que el lactante esta expuesto solo a
una fraccion del consumo de la madre[69]. Sin embargo, durante la primera
semana de vida, los RN metabolizan el alcohol de forma mas lenta que los
adultos [6]. La eliminacion del alcohol sigue una cinética de orden cero, por lo
que beber agua, el reposo y bombear la leche, no acelera su eliminacién.
Diferente a lo que pasa con el alcohol de la orina que queda almacenado en la
vejiga, el alcohol no permanece en la LM, sino que es constantemente

movilizado hacia el torrente sanguineo [65].

Para estimar el tiempo requerido para la eliminacién del alcohol de la leche
posterior al consumo materno, se disefi0 un nomograma basado en las
propiedades farmacocinéticas del alcohol, la dosis consumida y el peso

materno[65].

43



Maternal weight. | Drinks

ke Ib Ll :2 :>3:> :>4:> :5: ::6:: :7::8.: ::9:: :10::“.:

40.8 90 2:50 5:40 8:30 11:20 14:10 17:00 19:51 22:41

43.1 95 2:46 5:32 8:19 11:05 13:52 16:38 19:25 22:11

45.4 100 2:42 5:25 8:08 10:51 13:34 16:17 19:00 21:43

47.6 105 2:39 5:19 7:58 10:38 13:18 15:57 18:37 21:16 23:56

49.9 110 2:36 5:12 7:49 10:25 13:01 15:38 18:14 20:50 23:27

52.2 115 2:33 5:06 7:39 10:12 12:46 15:19 17:52 20:25 22:59

54.4 120 2:30 5:00 7:30 10:00 12:31 15:01 17:31 20:01 22:32

56.7 125 2:27 4:54 7:22 9:49 12:16 14:44 17:11 19:38 22:06

59.0 130 2:24 4:49 7:13 9:38 12:03 14:27 16:52 19:16 21:41

61.2 135 2:21 4:43 7:05 9:27 11:49 14:11 16:33 18:55 21:17 23:39

63.5 140 2:19 4:38 6:58 9:17 11:37 13:56 16:15 18:35 20:54 23:14

65.8 145 2:16 4:33 6:50 9:07 11:24 13:41 15:58 18:15 20:32 22:49

68.0 150 2:14 4:29 6:43 8:58 11:12 13:27 15:41 17:56 20:10 22:25

70.3 155 2:12 4:24 6:36 8:48 11:01 13:13 15:25 17:37 19:49 22:02

72.6 160 2:10 4:20 6:30 8:40 10:50 13:00 15:10 17:20 19:30 21:40 23:50

74.8 165 2:07 4:15 6:23 8:31 10:39 12:47 14:54 17:02 19:10 21:18 23:26

77.1 170 2:05 4:11 6:17 8:23 10:28 12:34 14:40 16:46 18:51 20:57 23:03

79.3 175 2:03 4:07 6:11 8:14 10:18 12:22 14:26 16:29 18:33 20:37 22:40

81.6 180 2:01 4:03 6:05 8:07 10:08 12:10 14:12 16:14 18:15 20:17 22:19

83.9 185 1:59 3:59 5:59 7:59 9:59 11:59 13:59 15:59 17:58 19:58 21:58 23:58
86.2 190 1:58 3:56 5:54 7:52 9:50 11:48 13:46 15:44 17:42 19:40 21:38 23:36
88.5 195 1:56 3:52 5:48 7:44 9:41 11:37 13:33 15:29 17:26 19:22 21:18 23:14
90.7 200 1:54 3:49 5:43 7:38 9:32 11:27 13:21 15:16 17:10 19:05 20:59 22:54
93.0 205 1:52 3:45 5:38 7:31 9:24 11:17 13:09 15:02 16:55 18:48 20:41 22:34
95.3 210 1:51 3:42 5:33 7:24 9:16 11:07 12:58 14:49 16:41 18:32 20:23 22:14

Time is calculated from the beginning of drinking. Assumptions made: alcohol metabolism is constant at 15 mg/dl; height of the women is

162.56 cm (5 feet, 4 inches). 1 drink = 340 g (12 oz) of 5% beer or 141.75 g (5 oz) of 11% wine or 42.53 g (1.5 oz) of 40% liquor.

Example 1: for a 40.8-kg (90-Ib) woman who consumed 3 drinks in 1 h, it would take 8 h 30 min for there to be no alcohol in her breast

milk, but for a 95.3-kg (210-Ib) woman drinking the same amount, it would take 5 h 33 min.

Example 2: for a 63.5-kg (140-1b) woman drinking 4 beers starting at 8.00 p.m., there would be a zero level of alcohol in her breast milk 9 h

17 min later (i.e. at 5.17 a.m.).

Figura 6. Alcohol y lactancia. Tiempo estimado entre el consumo de

alcoholy su ausenciaen LM

Recomendaciones

La AAP considera que beber alcohol podria ser compatible con la lactancia si se
establecen niveles de alcohol en leche materna que no representen riesgos
para el lactante. Como ninguna cantidad de alcohol es segura para los
lactantes, se recomienda entonces que las madres lactantes retrasen las tomas
de leche hasta asegurarse que ya no hay alcohol en la leche. Las estrategias
para minimizar el riesgo son: alimentar al bebé antes de beber alcohol y esperar

2 0 3 horas después del consumo para poder alimentarlo nuevamente. Las
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grandes consumidoras de alcohol o consumidoras cronicas deben abstenerse

de lactar a sus hijos.

Cannabis

El consumo de cannabis es muy frecuente, su uso recreacional se ha extendido
en la poblacion femenina en edad reproductiva; ademas es también usado
como tratamiento de depresion, ansiedad y dolor. Normalmente, el cannabis se
ingiere o se fuma, pero también puede ser consumido por lactantes a través de
la leche materna. EI compuesto principal de la marihuana es el 9-delta-
tetrahidrocannabinol (A-9-THC o THC). Es altamente liposoluble y se distribuye
rapidamente en el cerebro y tejido adiposo; se une facilmente a las proteinas
plasmaticas. EL THC se excreta a la leche materna donde puede acumularse;
se metaboliza en el higado y debido a la circulacidbn entero-hepatica, su
liposolubilidad tiene una vida media de 20 a 36 horas y puede extenderse hasta
4 dias en consumidores cronicos [70]. El cannabis sufre una biotransformacion
a través de la hidroxilacion; los productos derivados son los responsables de la
psicoactividad del cannabis. Los lactantes, mediante la LM, consumen
aproximadamente el 0.8% de la dosis materna (dosis/kg). Los efectos a corto
plazo que presentan los RN después de la exposicion a THC son: sedacion,
letargia, debilidad y baja ingesta de leche[47]. Aungque no se conozcan los
efectos a largo plazo, podria tedricamente haber una afectacion en el desarrollo
cerebral. Algunos estudios sugieren que la exposicion del RN durante el primer
mes de vida puede repercutir en el desarrollo psicomotor del nifio al afio de
edad [71].

El analisis de cannabis en LM puede realizarse mediante LC/MS.

Recomendaciones
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La APP considera que el cannabis esta contraindicado durante la lactancia. En
caso de que la madre consuma esporadicamente debe esperar varias horas

para poder alimentar a su bebé y evitar exponerlo al humo de la marihuana.

Cocaina (COC)

El consumo de COC en Estados Unidos y Europa se ha incrementado
considerablemente. Sus formas de administracion son en general: inyectada,
inhalada y fumada. La COC se distribuye facil y rapidamente a la leche
materna [59]. La vida media en humanos es cerca de 1 hora, por lo que su
distribucion a la LM es rapida. La COC se metaboliza en aproximadamente 12
metabolitos farmacolégicamente inactivos, los mas importantes son
benzoilecgonina (BEG) y ecgoninametil-ester (EME). La COC y sus metabolitos
pueden encontrarse en la orina de los lactantes a las 24-36 horas tras su
exposicion. La colinesterasa sérica de los RN es menor que en los adultos para
metabolizar COC y como resultado puede acumularse. (Los niveles de
colinesterasa sérica son mas bajos en el RN respecto al adulto, con lo que la
capacidad de metabolizar la COC es menor, dando como resultado, su

acumulacion).

En el primer caso reportado de intoxicacion neonatal por COC, se relaciono la
intoxicacion con la transferencia de COC a través de la LM., EIl cuadro clinico
se caracterizaba por: irritabilidad extrema, temblores, pupilas dilatadas,
taquicardia, hipertension [48]. La cocaina puede cuantificarse en la leche
materna pero también, con sus metabolitos, en la orina del RN mediante GC-
MS [72].

Recomendaciones

La AAP recomienda que el consumo de COC sea completamente abandonado

durante la lactancia materna.
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Anfetaminas (AP)

Las anfetaminas son bases débiles con un peso molecular relativamente bajo,
caracteristicas que les permiten pasar facilmente a través de membranas
celulares, tejidos o sustratos biolégicos con un pH mas bajo que la sangre,
como es la leche[43]. Es importante diferenciar los derivados MA (speed) con
sus formas sintéticas MDMA (éxtasis). Su eliminacion se lleva a cabo a través

de la via hepatica y renal; su vida media es de 6 a 12 horas.

Los RN alimentados con leche materna con anfetaminas pueden presentar
alteraciones en la conducta, irritabilidad, alteraciones en el patrén del suefio,

agitacion, llanto [56], e incluso muerte subita del lactante [73].

Las técnicas empleadas para la determinacion de anfetaminas en leche
materna son la GC-FID y HPLC-UV.

Recomendaciones

La AAP contraindica la lactancia si la madre consume anfetaminas.

Opioides
1. Heroina

Derivado de la morfina, su uso se incremento a partir de los afios 90. La via de
administracion mas comun es la intravenosa seguida por la inhalacion. Es un
compuesto liposoluble con una vida media de 15 a 30 minutos, rapidamente
hidrolizada por el 6-MAM en el higado, cerebro, corazon y rifidn; posteriormente
es convertida a morfina [43]. La Morfina es metabolizada en el higado y
excretada por los rifiones en forma de glucuronido o en su forma libre. La vida

media de la MOR es de 2-3 horas. A dosis terapéuticas los opioides como la
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MOR, meperidina, MTD y codeina son excretadas en minimas cantidades y
pueden ser compatibles con la lactancia materna [74]. La heroina se excreta en
la LM en cantidades suficientes para ocasionar adiccion en el lactante[59]. Los
sintomas clinicos caracteristicos de la intoxicacion en el neonato son temblores,
inquietud, vomito, rechazo al alimento [75]. Sin embargo existe la publicacion de
1 caso en un lactante de 2 meses de edad con letargia, hipertonia y
opistétonos tras la alimentacion con LM de una madre consumidora de
heroina[76].

No existen metodologias descritas para la deteccion de heroina en LM.

Recomendaciones

La AAP considera contraindicado el uso de heroina durante la lactancia.

2. Metadona (MTD)

Utilizada en programas para el tratamiento de dependencia a narcoticos.
Comparada con otros narcoticos, la MET tiene una tasa menor de efectos
euforicos y su vida media larga (1-18horas) permite la disminucion progresiva
de la dosis. Tiene alta afinidad a las proteinas plasmaticas y su concentracion
plasmatica pico se alcanza entre 2 -4 horas tras la administracion de la dosis.
Es un compuesto lipofilico que se excreta a través de la LM [43]. La principal
ruta de eliminacion es a través del metabolismo hepéatico por el citocromo P450
y las isoenzimas CYP3A4 y CYP2B6. Los hijos de madres tratadas con
metadona durante el embarazo pueden experimentar sindrome de abstinencia
si la lactancia materna se suspende abruptamente[77]. Por tal motivo se
aconseja destetar gradualmente del seno materno. Existen evidencias que
indican que la dosis de MET que pasa a la LM es insuficiente para causar

efectos adversos en el RN [78].

Las metodologias empleadas para la determinacion de MET son: GC-GC-MS,
GC-MS, HPLC-UV, LC-APCI-MS/MS
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Recomendaciones

Desde el 2001, la AAP considera la MET compatible con la lactancia materna a
cualquier dosis materna[9]. Esto alienta a algunas madres consumidoras de

heroina a iniciar un tratamiento de mantenimiento con MET.

3. Buprenorfina

Utilizada como tratamiento de reemplazo en adictos a la heroina. Comparada
con la MTD, provee mejor estabilidad para la madre y causa menos sintomas
del sindrome de abstinencia del RN [79]. En estudios realizados por Lindemalm
et al, se encontré que la dosis a la cual se exponia el RN era el 1% de la dosis
materna [80]. No hay indicacion para descontinuar la lactancia en mujeres en

tratamiento con buprenorfina.

La determinacion es posible a través de extraccion en fase soélida (SPE) y
HPLC-MS con ionizacion de presion atmosférica (API).

4. Codeina (COD)

Es un analgésico comunmente utilizado para aliviar el dolor postparto. La
codeina se considera una pro-droga ya que sus propiedades analgésicas
dependen de su biotransformacion a MOR mediante la accion del citocromo
CYP2D6. El uso de codeina puede causar efectos adversos en el SNC del RN
como debilidad, apneas y cianosis. Hay estudios que midieron las
concentraciones libres de COD y MOR mediante radioinmunoensayo (RIA)
concluyendo que el uso moderado de codeina durante la lactancia es
seguro[81]. Existe una relacion dosis respuesta entre el uso materno de

codeina y los sintomas del SNC del bebé.
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Hasta el momento la AAP concluye que el uso de codeina es compatible con la

lactancia.

5. Morfina (MOR) y tramadol

La morfina y el tramadol son dos opioides usados en el manejo de dolor post-
cesarea. Se han realizado determinaciones de tramadol en LM para evaluar su
tasa de transferencia. Los niveles observados (112uw/kg) se encuentran por
debajo de la dosis utilizada (1000u/kg) en pacientes pediatricos post-operados.
Por lo tanto se concluye que el uso de tramadol en periodos cortos, es
compatible con la lactancia materna [43]. Los estudios que han evaluado la
transferencia de MOR y su metabolito activo M6G a la LM han determinado que

el consumo de MOR por el RN a través de la LM no es significativa.

Benzodiacepinas (BZESs)

La benzodiacepinas son drogas frecuentemente prescritas en mujeres durante
el embarazo y después del parto [82]. El 30% del uso de benzodiacepinas es se
hace sin prescripcion. Segun la farmacocinética, se dividen en tres categorias:
de larga, intermedia y corta accion. Tras su consumo, estas drogas aparecen
en la LM con una relacion M/P de 0.5:1. Las concentraciones de las
benzodiacepinas de vida larga se pueden medir en plasma y otros tejidos como
el cerebro. Durante los primeros meses de vida la metabolizacion de estas
sustancias es baja debido a la inmadurez renal y hepatica. El efecto principal de
estas drogas es la alteracion de la funcion de neurotransmisores que participan
en el desarrollo del SNC. No se han relacionado efectos adversos en neonatos

expuestos a benzodiacepinas de corta accion.

Las BZEs de larga accion, como el diazepam y sus metabolitos pueden
acumularse en los RN y causar letargia, sedacion, pérdida de peso; estos
efectos ceden rapidamente cuando se suspende la lactancia materna [83]. La
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descontinuacion abrupta de la lactancia en hijos de madres consumidoras

pueden ocasionar sindrome de abstinencia.

Las metodologias empleadas para la determinacion de BZEs incluyen HPLC-
UV, GC-MS-NCI, LC-ECD.

La AAP clasifico a las BZEs en el grupo de drogas cuyos efectos en nifios
alimentados con LM no son claros. Se recomienda evitar dosis repetidas altas o

esquemas compuestos durante la lactancia.

Antidepresivos

Cada afo en los Estados Unidos, mas de 250 mil mujeres tratadas con
antidepresivos desean practicar la lactancia materna [84]. Los inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina son frecuentemente la primera opcion
para el tratamiento de la depresion. La principal preocupacion sobre la
exposicion de los lactantes a estas sustancias a través de la LM, es saber si sus
niveles de serotonina pueden alterarse y perturbar su neurodesarrollo. Los
diversos estudios que se han realizado midiendo las concentraciones de
antidepresivos (triciclicos, sertralina, paroxetina, doxepina) en leche y en
plasma materno y neonatal, sefialan que su paso a la LM corresponde
aproximadamente al 1%, sin causar efectos adversos en el neonato[43]. Uno de
los antidepresivos mas estudiados en la leche materna es la fluoxetina. Su
absorcion es rapida y completa (100%) y se convierte rapidamente a su
metabolito activo, la norfluoxetina. La fluoxetina tiene una ti» de 48 a 72 horas,
y la t;» de la norfluoxetina es de 360 horas. Las dos pueden encontrarse en LM
mediante LC-ECD. No hay evidencia sobre efectos adversos evaluados a los
12 meses de seguimiento; existe unicamente la publicacion de un caso de un
RN con célico severo, vomito, llanto e irritabilidad, sintomas que se relacionaron
con la ingesta de la LM; los sintomas desaparecieron tras la descontinuacion de

la lactancia [85].
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1.8 Matrices bioldgicas alternativas

Hasta los afios 80, para analizar la presencia de drogas en el cuerpo humano
se utilizaba basicamente el plasma o la orina. La limitacion principal de estas
matrices es que solo nos informan del consumo de sustancias en las ultimas
horas o dias [86]. En las dos ultimas décadas ha ganado importancia el uso de
otros fluidos y matrices para medir las concentraciones de toxicos en el cuerpo.
Son las llamadas matrices alternativas o no convencionales y comprenden:
pelo, leche materna, fluido oral o sudor. En los RN puede obtenerse meconio,
pelo y orina neonatal. Incluso puede determinarse la presencia de sustancias de

abuso en placenta y liquido amnidtico [87].
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EXPOSICION MATERNA
(Droga)

I

Absorcion

Tracto Gastrointestinal Piel y Pulmones
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extracelulares
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— y
Higado Droga/Metabolitos

Lagrimas, ufias, LCR,
Distribucion leche materna,
humor vitreo,
Metabolismo liquido intersticial,
liquido pericardico,
saliva, sudor, pelo.

Eliminacion m Secreciones Bronquiales
Aire espirado

Figura 4 Esquema de distribucion de drogas en el cuerpo humano

Cada una de estas matrices tiene unas caracteristicas diferentes (concentracion
de las sustancias y sus metabolitos, ventanas de deteccion, cantidad de

muestra disponible, etc.) lo que hace que tengan diferentes utilidades.

Para detectar la posible presencia de sustancias de abuso en donantes y en
LM, los bancos de leche deben integrar en sus guias de actuacion las
metodologias necesarias para la deteccion de biomarcadores de drogas. Estos
marcadores deberian estar presentes, en una matriz biolégica minimamente
invasiva y de facil recoleccion: orina, pelo y leche materna.
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Figura 8. Ventana de deteccion para diferentes matrices bioldgicas

Leche materna como matriz alternativa

La leche humana es una matriz alternativa que ha sido empleada para
documentar exposicién aguda a drogas en neonatos. Esta matriz biologica tiene
como ventaja su nula invasividad, sin embargo, aporta solo informacion en una
ventana reducida de tiempo, desde algunas horas hasta 1 dia después de la
exposicion a una sola dosis de sustancias como NIC,COT, CAF, COC, MOR y
heroina. Otras drogas como el cannabis y las anfetaminas pueden detectarse

dias o meses tras su consumo [43].
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La obtencion de drogas en LM representa un reto analitico debido a su alta
cantidad de proteinas y grasas. La principal razén para investigar la presencia
de xenobioticos en la leche humana es la de calcular la excrecion de
determinados toxicos en este fluido y consecuentemente, conocer la dosis
aproximada ingerida por el RN para ofrecerle un tratamiento oportuno y
aconsejar a la madre sobre la importancia de no consumir sustancias de abuso

durante la lactancia.

Se han publicado diversos métodos para la determinacion de sustancias de
abuso en LM [43]. La mayor parte de las pruebas analizan un nimero limitado
de sustancias de la misma clase puesto que no se contaba con la LC-MS-MS

para su determinacion.

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem es
una metodologia validada, empleada para cuantificar en LM y otras matrices
bioldgicas, drogas licitas (CAF, NIC y COT) e ilicitas (COC, opiaceos,
cannabinoides y AP) de manera simultanea. Tiene un proceso de extraccion
simple y la determinacion es rapida, lo que la hace ideal para ser empleada en

bancos de leche donde se procesan un gran nimero de muestras.

Pelo

El pelo esta constituido aproximadamente por un 65-95% de proteinas, 1-9% de
lipidos, pequefias cantidades de oligoelementos, polisacaridos y agua. El
foliculo piloso esta recubierto por un rico sistema vascular envolvente que

proporciona el material necesario para el crecimiento del cabello [88].

La ventana de deteccion de sustancias de abuso en cabello depende de su
longitud. El cabello mas largo permite ampliar la ventana de deteccion de
meses 0 hasta afios. El cabello crece aproximadamente entre 0,6 y 1,4 cm por

mes, dependiendo del tipo de pelo y el lugar anatdmico en que se encuentre
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[89, 90].

El resto del vello corporal puede también utilizarse como matriz para la
deteccion de drogas y se ha sugerido como alternativa cuando la recogida del
pelo de cuero cabelludo no es posible. Sin embargo, la diferente tasa de
crecimiento y la circulacion sanguinea del lugar donde se encuentre, puede

hacer que varien las concentraciones respecto a las de cabello [90, 91].

Las sustancias de abuso se pueden incorporar al pelo por 3 vias: 1) desde el
torrente sanguineo en el proceso de crecimiento del pelo; 2) desde el sudor y
posterior recubrimiento por el sebo, y 3) por la exposicion pasiva a las
sustancias de abuso, como por ejemplo, contacto con el humo o contaminacion
del sudor [92]. La captacion de drogas por el pelo depende de la cantidad de
melanina que contenga el cabello; la acidez y lipofilia de la molécula. Se piensa
que las sustancias de abuso se unen a la melanina, lo que explicaria que las

mayores concentraciones se alcancen en el pelo mas oscuro [93].

El pelo debe cortarse lo mas cerca posible del cuero cabelludo con tijeras, en la
zona posterior de la cabeza donde el pelo crece mas rapido y de forma mas
uniforme, y donde existe el mayor numero de foliculos pilosos activos.
Posteriormente, el pelo se fija en un soporte de papel y se indica la zona
proximal (mas cercana al cuero cabelludo) para poder llevar a cabo un analisis
segmentario. Después, la muestra se puede almacenar a temperatura ambiente

y protegida de la luz directa (Figura 9).
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Figura 5. Técnica pararecogida y almacenamiento de pelo

Las sustancias de abuso pueden permanecer de forma indefinida en el pelo
[94], pudiendo ser detectadas al cabo de afios después de la recogida [88].
Existen factores que pueden afectar al analisis toxicolégico como jabones,

tratamientos cosméticos, polvo, luz solar o lluvia[95, 96].

Para minimizar el riesgo de la contaminacion ambiental del pelo se recomienda
gue previo a los procedimientos de analisis toxicologico se incluya un proceso
de lavado. Existen varios procedimientos de descontaminacion de la muestra
descritos en la literatura que abarcan desde el uso de disolventes organicos,

tampones acuosos, agua Yy jabones hasta combinaciones de éstos [97, 98].

La mayor ventaja practica que nos ofrece el analisis toxicoldégico en pelo
respecto el analisis efectuado en orina 0 en sangre es la mayor ventana de
tiempo de deteccion. La evaluacion de la exposicion cronica a sustancias de
abuso se realiza mediante el analisis segmentario del pelo. El pelo crece a un
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ritmo aproximado de 1 cm por mes, con lo cual es posible asociar patrones de
distribucion de sustancias en el pasado teniendo en cuenta la tasa de

crecimiento del pelo.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) es la
técnica confirmatoria mas ampliamente utilizada para analizar sustancias de
abuso en cabello. Antes del analisis cromatografico, los analitos deben ser
extraidos del interior de la matriz y concentrados en un disolvente compatible
con los instrumentos de analisis. No existe un método universal para extraer los
analitos de la matriz del cabello, y depende de la naturaleza quimica y la
estabilidad del compuesto a analizar. Por lo tanto, opiaceos y COC son los
compuestos que mejor se extraen utilizando una hidrdlisis acida leve, a fin de
evitar la conversion de la heroina o la 6-MAM a MOR o de la COC a BE [99].
Por otro lado, los compuestos anfetaminicos o cannabinoides pueden ser

extraidos utilizando fuertes condiciones alcalinas[100].
Estas técnicas analiticas aplicadas al andlisis del pelo tienen la ventaja de

presentar una elevada sensibilidad y selectividad, alcanzando precisiones del

89% vy limites de deteccion en el rango de los ng/mg a los pg/mg.
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2. Planteamiento del problema

59



Ante la necesidad de ofrecer a los RN prematuros y a los RN enfermos los
beneficios cientificamente probados que otorga la LM, la obertura de bancos de
leche sigue en aumento. Es fundamental que estos bancos de leche funcionen
con guias y protocolos que garanticen la distribucion de leche segura y de
calidad. Hasta el momento, no existen recomendaciones que indiquen la
realizacion de un cribado objetivo para la deteccion de sustancias de abuso en
LMD. Actualmente se cuenta con las herramientas de biotecnologia necesarias
para el estudio de LMD tanto a nivel microbiolégico como toxicoldgico,
repercutiendo directamente en la salud y pronéstico de los RN.
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3. Justificacion
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A partir de la realizacion de una revision sistematica de las diferentes guias de
los BLH, se ha observado la inexistencia de un cribado de sustancias de abuso
durante el proceso de seleccion de donantes de LM. La informacion obtenida
sobre el consumo de sustancias potencialmente toxicas proviene unicamente
de los cuestionarios de habitos de vida. Las respuestas de las madres pueden
estar influenciadas por diversos factores: la falta de confianza hacia el personal
sanitario, el temor a las consecuencias de admitir el consumo de drogas de
abuso y la subestimacion de la autopercepcion de consumo. Un estudio
descriptivo de la presencia de xenobidticos en un banco de leche permite
conocer si la seguridad toxicologica esta bien cubierta por el cuestionario
aplicado durante la seleccion de donantes. Este estudio no pretende conocer la
prevalencia del consumo de estas sustancias a nivel poblacional ya que se trata
de una muestra muy especifica de mujeres. Nos interesa evaluar el nivel de
exposicion a téxicos al que estan sometidos los RN a través de su Unica fuente
de alimentacion, la leche humana pasteurizada. Los resultados de este estudio
permitirian sustentar la necesidad de realizar un cribado toxicolégico en las
mujeres donantes y su leche. La difusion de estos resultados a otros bancos de
leche, podria realizarse facilmente por medio de redes como la Asociacion
Espafola de Bancos de Leche Humana, que a su vez esta en relacion con las
asociaciones europea, norteamericana Yy brasilefia. Por otro lado, el
conocimiento de este estudio puede ayudar a concienciar al personal sanitario
del papel negativo (los efectos adversos) de los toxicos y promover el abandono

de su consumo en mujeres embarazadas y lactantes.

No existen estudios toxicolégicos realizados en bancos de leche. Preocupa, por
tanto, que esta leche destinada a RN muy prematuros o criticamente enfermos
contenga toxicos que puedan causar efectos perjudiciales como los ya descritos

anteriormente.
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4. Viabilidad del estudio
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Este trabajo de investigacion se realiza en colaboracion con el Banco de Leche
del Hospital 12 de Octubre en Madrid, inaugurado en el afio 2007. Durante el
primer afio de funcionamiento se recolectaron 489 litros de LMD proveniente de
83 mujeres. La cantidad de donantes se han ido incrementado anualmente; en
2014 el banco de leche distribuyd 1.551 litros de leche a RN de 4 unidades
neonatales. Las muestras se obtienen de este banco de leche, después de la
firma del consentimiento informado por parte de las mujeres participantes, que
acceden a dar una pequeiia cantidad de leche y cabello para trabajos de

investigacion.
El equipo del Grup de Recerca Infancia i Entorn (GRIE) del IMIM posee amplia

experiencia en la deteccion de toéxicos en matrices alternativas como la leche y

cabello.
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5. Objetivos
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Objetivo principal

Evaluar la seguridad toxicolégica de la LMD en funcion de distintos

procedimientos de seleccion de donantes y de procesamiento de la leche.

Objetivos secundarios

* Analizar la concentracion de toxicos encontrados en la leche materna
donada y su posible repercusion en el neonato.

» Justificar la realizacion de un cribado de drogas en la seleccion de las
donantes de leche y durante el procesamiento de la leche.

* Elaborar recomendaciones para el cribado de sustancias de abuso en
BLH.
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6. HipoOtesis

67



Los procedimientos utilizados a dia de hoy en los BLH para garantizar la
seguridad y calidad de la leche no contemplan el cribado de téxicos de forma
objetiva. ElI consumo de drogas en la poblacion, incluyendo mujeres en edad
fértil, sigue siendo un problema de salud publica. La informacién recabada
sobre patrones del consumo a través de la aplicacion del cuestionario de
habitos de vida puede estar sujeta a un grado de subjetividad importante de las
madres, por lo que es posible encontrar diferencias entre los resultados de este
cuestionario y la determinacion objetiva a través de metodologias validadas
como la LC-MS-MS. Las concentraciones medidas a través de estas técnicas
permiten evaluar el grado real de exposicion en los RN que reciben LMD. Los
datos obtenidos de este estudio permiten justificar la realizaciéon de un cribado

de sustancias de abuso en bancos de leche.
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7. Materiales y métodos
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7.1 Disefio

Se trata de un estudio descriptivo, abierto y transversal, a partir de muestras de
leche, cabello y orina procedentes de donantes del banco de leche del Hospital
12 de Octubre en Madrid.

7.2 Variables

a) Variables independientes
* Edad
Naturaleza de la variable: cuantitativa
Escala de medicion: razon
Unidad de Medicion: afios cumplidos

Andlisis estadistico descriptivo: Promedio + DE

* Nacionalidad
Naturaleza de la variable: cualitativa
Escala de medicion: nominal
Definicion operacional: 1) Espafa, 2) Europa, 3) Norteamérica, 4) Centro y
Sudamérica, 5) Otros
Andlisis estadistico descriptivo: Frecuencia y porcentaje

Analisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson

* Escolaridad:
Naturaleza de la variable: cualitativa
Escala de medicion: nominal
Definicion operacional: 1) basica, 2) bachillerato, 3) superior
Andlisis estadistico descriptivo: Frecuencia y porcentaje

Analisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson
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* Parto prematuro/término:
Naturaleza de la variable: cualitativa
Escala de medicion: nominal
Definicion operacional: 1) prematuro, 2) término (> 37 semanas)
Andlisis estadistico descriptivo: Frecuencia y porcentaje
Andlisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson

e Consumo de CAF:
Naturaleza de la variable: cualitativa
Escala de medicion: nominal
Definicion operacional: 1) si, 2) no
Andlisis estadistico descriptivo: Frecuencia y porcentaje
Andlisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson

* Numero de bebidas con CAF consumidas:
Naturaleza de la variable: cuantitativa
Escala de medicion: razon
Unidad de Medicion: numero de bebidas con CAF consumidas por dia
Andlisis estadistico descriptivo: Promedio + DE

Analisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson

* Medicacion con CAF:
Naturaleza de la variable: cualitativa
Escala de medicion: nominal
Definicion operacional: 1) si, 2) no
Andlisis estadistico descriptivo: Frecuencia y porcentaje
Andlisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson

* Numero de muestras donadas:
Naturaleza de la variable: cuantitativa

Escala de mediciéon: razén
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Unidad de Medicion: nUmero de muestras donadas
Andlisis estadistico descriptivo: Promedio + DE

Analisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson

e Estado de maduracion de laleche al momento de la donacion:

Naturaleza de la variable: cualitativa

Escala de medicion: nominal

Definicion operacional: 1) calostro, 2) intermedia 3) madura

Andlisis estadistico descriptivo: Frecuencia y porcentaje

Andlisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson

b) Variables dependientes
* Pasteurizacion:
Naturaleza de la variable: cualitativa
Escala de medicion: nominal
Definicion operacional: 1) si, 2) no
Andlisis estadistico descriptivo: Frecuencia y porcentaje
Andlisis estadistico analitico: Coeficiente de Correlacion de Pearson

7.3 Muestras (Figura 10)

Se analizan 543 muestras de leche materna:
* 470 pasteurizadas

e 73 crudas

Se recogen y analizan:
* 36 muestras de cabello
* 54 muestras de orina.

El estudio se divide en dos etapas:
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1. En el primer periodo comprendido entre enero y junio 2010, 63 de 64
mujeres aceptan participar en el estudio, se recogieron 400 muestras de leche
pasteurizada junto a 34 muestras mas que se analizan antes y después del

proceso de pasteurizacion.

2. En un segundo tiempo, entre agosto 2010 y febrero 2012, se explica el
objetivo del estudio a 57 mujeres de las cuales 36 aceptan participar y firman el
consentimiento informado para el cribado de sustancias de abuso en LM y

cabello (anexo 2).

Se analizan 54 muestras de orina, que se recogen durante el proceso de

Universe de estudio

FASE1l  FASE2  CTRL

seleccién de donantes.

Donantes 63/64 36/57 3
400 Pasteurizadas 36 Pre-pasteurizacién
Leche Materna 34 Pre-pasteurizacién 36 Post-pasteurizacion 3 crudas

34 Post-pasteurizacion

Mamads consumidoras:

1. Cannabis
Cabello 36 2. Cocaina

3. Metadona

Orina 54

Figura 6 Matrices bioldgicas y donantes incluidas en el estudio.
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Como control, se analiza la leche de 3 mujeres consumidoras de cannabis,

COC y MET respectivamente.

7.4 Metodologia analitica

Para la deteccion y cuantificacion de sustancias de abuso y sus metabolitos en
LM y orina se emplea la técnica de LC-MS/MS. Las muestras de cabello se
estudian mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas.
Analitos

Morfina (MOR), codeina (COD), 6-acetilmorfina (6-MAM), 2-etileno-1,5-dimetil-
3,3-difenilpirrolidina (EDDP), metadona (MTD), cocaina (COC), benzoilecgonina
(BZE), cocaetileno (CE), nalorfina (NLP), 11-nor-carboxi-A9-
tetrahidrocannabinol (THC-COOH), 11-hidroxi-A9-tetrahidrocannabinol (THC-
OH), A9-tetrahidrocannabinol (THC), naftaleno-1-yl- (1-pentilindol-3-yl),
metanona (JWH-018), anfetamina (AP), metamfetamina (MA), 3,4-
metilenedioxi-metanfetamina (MDMA), 3,4-metilenedioxianfetamina (MDA), 3-4-
metilenedioxilpropilanfetamina (MDPA) son suministrados por la LGC Standards
Promochem (Milan, Italia). Nicotina (NIC), cotinina (COT), cafeina (CAF) y N-
etilnorcotinina (NENC) son suministrados por Sigma-Aldrich (Milan, Italia). NLP,
JWHC18, MDPA y NENC son utilizados como estandares internos relacionados

estructuralmente para diferentes clases de drogas.
Los estandares deuterados (MOR-d3, COC-d3, BZE-d3. THC-COOH-d3, AP-

d5, MDMA-d5 y COT-d3) fueron suministrados por LGC Standards Promochem
(Milan, Italia).
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7.5 Tamano de la muestra

Se trata de un estudio piloto ya que no se conoce la prevalencia de consumo
entre las mujeres donantes de leche materna. Se analizan las 543 muestras de

leche, 36 de cabello y 54 de orina.
7.6 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacién

Criterios de inclusion.

1. Ser donante del Banco de Leche del Hospital 12 de Octubre de Madrid.

2. Firmar la hoja de consentimiento informado.
Criterios de exclusion.

Negativa de las mujeres donadoras para participar en el estudio (no firma de la

hoja de consentimiento informado).
Criterios de eliminacion:

Mala conservacion o transporte inadecuado de las muestras.
7.7 Descripcion de procedimientos

Recogida de las muestras

El banco de leche selecciona las donantes, aplicael cuestionario de habitos de

vida (ver anexos) y recoge una muestra de orina.
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Una vez aceptada como donante, se realiza la extraccion de leche de acuerdo a

las guias de actuacion.

Se invita a las madres a participar en el estudio con una donacion de 5ml de
leche. A algunas madres, ademas de la muestra de leche, se les propone donar

cabello.

La autorizacion de participacion al estudio se realiza mediante la firma de un
consentimiento informado (ver anexo 2). Las muestras de cabello se cortan

segun la metodologia descrita.

Las muestras de orina y leche obtenidas (crudas y pasteurizadas) se mantienen
en congelacion a -20°C hasta su envio al IMIM (Barcelona) mediante
contenedores refrigerados y nieve carbonica para la determinacion de toxicos

mediante analisis cromatografico.

Determinacion de toxicos en leche y orina

El andlisis toxicologico se realiza mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem, utilizando un sistema de HPLC (Waters,
Etten-Leur, The Netherlands) acoplado a micromass quattro microo API triple
quadrupole mass spectrometer (Waters). La separacion cromatografica se
realiza mediante columna Eclipse XDB-C8 (100 3,00 mm, 3,5 mm; Agilent
Technologies, palo Alto, CA, USA). La fase movil consta de un gradiente
formado por una solucion (A) 50 mM de formato de amonio, pH 5,0 y una
solucion (B) compuesta por acetonitrilo. Programado de la siguiente manera:
inicialmente 95% de la solucion A mantenida durante 3 minutos, posteriormente
se mantiene al 70% en 5 minutos, se mantiene al 70% por 3 minutos v,
finalmente se incrementa a un 95% dyrabte 9 minutos. El flujo se fija a 0,5

ml/min. Los solventes cromatograficos se desgrasan con helio previamente a su
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uso. La temperatura de la columna se mantiene a 30°C. Los espectros de MS y
MS/MS de los compuestos en estudio se adquieren de la siguiente manera.

Las muestras se disuelven en metanol a una concentracion de 10 mg/l, se
infunden al HPLC mediante un sistema de bomba-jeringa; eso provee un flujo
de 10 ml/min para sintonizar el espectrometro de masas y optimizar los
parametros de adquisicion. Se utilizan las siguientes condiciones optimizadas:
energia de colisiébn en un rango entre 15 y 20 eV, con un voltaje capilar a 3,0
kV, voltaje en cono a 25 V, fuente de temperatura a 1.208 °C, temperatura de
desolvatacion a 4.008 °C. El flujo de gas de cono y de solvatacion se establece

a 50 y 400 L/h respectivamente.

Los limites de deteccion para cada analito son los siguientes: CAF 3 ng/ml; NIC
2 ng/mL; COT 2 ng/ml; MOR 1,5 ng/ml; 6 acetil-MOR 1ng/ml; codeina 1 ng/mL,
Anfetamina 2 ng/ml; 3,4-metilenedioxi-metanfetamina 2,5 ng/mi;
metaanfetamina 1 ng/ml; 1 ng/mL benzoilecgonine y COC 1 ng/ml; cocaetileno
2 ng/ml; 1 nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocannabinol 1 ng/ml; 11-Hydroxy- A-
tetrahidrocannabinol y delta-9-terahidrocarbocannabinol 1,5 ng/ml; MET 2
ng/ml, 2-etillideno-1,5-dimetil-3,3-defenilprirrolidina (MET) 2,5 ng/ml.

Determinacion de toxicos en pelo

Para disminuir el riesgo de detectar sustancias por exposicion pasiva, las
muestras de pelo se someten a descontaminacion mediante lavado con
diclorometano por 15 minutos en bafio ultrasénico. Posteriormente se corta en
trozos pequefios para digerirse en condiciones acidas o alcalinas dependiendo
las determinaciones a realizar. Se emplea cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Los limites de cuantificacion en pelo son: para
acetilmorfina, MOR y codeina 0,2 ng/ml; COC, benzoilecgonina y cocaetileno
0,5 ng/ml; Anfetamina, metanfetamina, 3,4-metilenedioxyafetamina y 3,4-
metilenedioxi-metanfetamina 0,2 ng/ml; 9-tetrahidrocannabinol 0,1 ng/ml y 0,002
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ng/mg para 11-nor-carboxi-9-tetrahidrocannabinol cuando se empleaban 40 mg

de pelo.

7.8 Validacion de los datos

Primera etapa (enero a junio 2010)
Se realizan 3 grupos de estudio.
1. Muestras pasteurizadas (n = 400), en busqueda de toxicos en la leche
que esta preparada para administrarse a RN.
2. Muestras pre y post-pasteurizacion (n = 34), para analizar los posibles
efectos de la pasteurizacion en caso de encontrarse toxicos.
3. Muestras de madres que refirieren consumo de drogas de abuso
(cocaina y cannabis (n = 2) y una muestra de una mujer en tratamiento
de mantenimiento con metadona. Estas dUltimas tres muestras se

incluyen con el fin de validar la metodologia desarrollada.

Para la validacion de la técnica, se realizan determinaciones utilizando leche
materna libre de toxicos en la cual se agregan los analitos a estudiar.
Posteriormente se realiza el analisis de las 3 muestras procedentes de mujeres
consumidoras (cannabis, cocaina y metadona).

Finalmente se realiza la determinacion de drogas en las 543 muestras

procedentes del banco de leche del Hospital 12 de Octubre.

Segunda etapa (agosto 2010 a febrero 2012)
Se analizan 3 matrices biologicas:
1. Leche cruda (n = 36) y pasteurizada (n= 36), en busqueda sustancias de
abuso y su posible alteracion ante la pasteurizacion.
2. Muestras de cabello (n = 36), en busqueda de sustancias de abuso que
puedan revelar un consumo cronico en las candidatas donantes de leche

y permita evaluar una posible correlacion con las determinaciones en LM.
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3. 54 muestras de orina, recabadas durante el proceso de seleccion de

donantes para hacer un andlisis descriptivo de los hallazgos. Otorga
informacion de consumo en un periodo ventana corto (horas maximo, 1
dia).

7.9 Analisis estadistico

La base de datos y el analisis estadistico se realiza con Statgraphics Centurion

XVI version 16.1.15 (Stat-point Technologies Inc, Warrenton, Virginia).

Se realiza un analisis estadistico descriptivo de las participantes
presentadas en porcentajes.

Las variables continuas con distribucion normal se presentan con media
y desviacion estandar.

Para verificar la normalidad de distribucion de los datos bioquimicos se
emplea la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se expresan las concentraciones medias y su intervalo de confianza (IC
95%) de drogas ilicitas, biomarcadores de tabaco y CAF en las 3
matrices biologicas.

El ndmero promedio de muestras de leche por donador se expresa como
media y IQR por no tener una distribucién normal.

Para las medidas de correlacion se emplea la correlacion de Spearman.
El acuerdo (la relacion) entre el consumo referido y los resultados
obtenidos por LC-MS/MS se determina mediante coeficientes kappa.

Los valores de sensibilidad y especificidad se expresan con un intervalo
de confianza de 95% para drogas ilegales, NIC y CAF.

Los niveles de CAF se categorizan en 4: bajos (0 ng/ml), medios (1-165
ng/ml), altos(166-625 ng/ml) ymuy altos (> 625 ng/ml).

Las diferencias se consideraron significativas con un valor de p < 0,05

79



7.10 Consideraciones éticas

Se solicita consentimiento escrito de las madres para utilizar en este
estudio una pequeia cantidad de la leche donada.

Para garantizar la confidencialidad, se garantizan los principios de la
Declaracion de Helsinki y de la Ley de Proteccion de Datos y todas las
muestras se manejan de forma andnima, se registran con cédigos
numericos y no se guarda ningun tipo de registro que pueda identificar de
gue madres proceden las muestras de leche incluidas en el estudio.

El protocolo para la recogida de muestras y su analisis fue aprobado por
el comité ético del Hospital 12 de Octubre y el comité ético del Hospital
del Mar.
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8. Resultados
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Primera etapa

Se incluyen 63 de las 64 mujeres que aceptan participar en el estudio. La edad
promedio es de 35,7+4,75 afios con un rango de edad entre 23 y 53 afos. La
mayor parte de las donantes (50/63) han tenido embarazos a término (>37
semanas) y el 62% (39/63) son primiparas.

Un 85,7% (54/63) de las madres son de nacionalidad espafiola, un 12,7% (8/63)
provienen de Centro y Sud-América y 1/63 de otro estado miembro de la Unién
Europea.

El promedio de donaciones al banco de leche fue de 13,4 + 4( IQR, 2-6). La
distribucion del estado de maduracion de la leche fue el siguiente: 52 mujeres
donaron leche materna madura; 4 madura e intermedia; 2 calostro e intermedia;
4 calostro; y una mujer dono leche en las 3 fases, calostro, intermedia y madura
(Figura 11).

madura 365
intermedia 19
calostro 16
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Figura 7. Estado de maduracion de las muestras de leche materna donada
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No se detecta la presencia de drogas ilegales en la leche analizada, esto
concuerda con las respuestas del cuestionario aplicado durante el proceso de
seleccidon de donantes. La tasa de falsos-negativos para el consumo de drogas
ilicitas mediante la aplicacion de cuestionario es del 0%, con un 100% de

especificidad.

Nicotina

En una muestra de leche madura se detecta NIC (46,1 ng/mL) y su metabolito
COT (138,6 ng/mL). Esta muestra pertenece a una madre que ha donado otras
102 muestras de leche para el estudio que han sido negativas para drogas
legales e ilegales. Ninguna de las donantes manifiesta ser fumadora activa en el

cuestionario, ya que se considera un criterio de exclusion para la donacion.

365
madura
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Figura 8. Estado de maduracion de la leche de las muestras positivas a
CAF
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Cafeina
Se ha cuantificado CAF en el 45,3% de las muestras (181/400) con una
concentracion media de 496+778 ng/mL(IC 95%, 382-609; rango, 0-7564).

La positividad observada, de acuerdo al estado de maduracion de la leche, fue
la siguiente: 56,2% calostro, 52,6% intermedia y 44,4% madura (Figura 12).

Se ha encontrado CAF en un 11,7% (4/34) de las muestras analizadas pre y
post-pasteurizacion. No se observan diferencias en la concentracion de CAF

antes y despues del proceso de pasteurizacion.

Un 40% de las donantes (25/63) refieren haber consumido bebidas con cafeina
(cafe, té o sodas). El promedio de consumo reportado es de 1,46+0,52. No se
describen casos de toma de medicamentos que contengan CAF.

De las 22 madres que han dado leche durante al menos 22 meses, solamente
en un caso se observa una relacion entre los niveles de CAF cuantificados
(P=0,03) y el momento de extraccion de la leche. Los niveles de CAF en LM

han ido aumentando a medida que ha aumentado el tiempo de la donacion.

La relacién entre el consumo de CAF referido en el cuestionario y el analizado

en la leche mediante LC-MS/MS se muestra en la siguiente tabla.
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Prueba para donadores de leche
(gold standard)
Si 21 4 25
No 24 14 38
Total 45 18 63

*Por debajo del limite de deteccién del método (3ng/mL)

Figura 9. Consumo de bebidas con CAF referido y presencia de CAF en la
leche materna

La probabilidad de acuerdo esperada entre el consumo referido de bebidas con
CAF y la presencia de CAF en leche materna fue de 0,45 y el valor de kappa
fue de 0,22. La sensibilidad y especificidad del cuestionario para detectar
consumidoras de CAF en donantes es de 46,7% (IC 95% 31,9-62) y 77,8% (IC
95%, 51,9-92,6) respectivamente.

Cuando analizas la sensibilidad y la especificidad en base al estado madurativo
de la leche analizada, los resultados son los siguientes: sensibilidad del 20% (IC
95% 1,1-70,1) y especificidad del 50% (IC 95% 2,7-97,3) para el calostro;
sensibilidad del 40% (IC 95% 7,3- 83) y especificidad del 0% en la leche
intermedia y sensibilidad del 48,7% (IC 95% 32,7-65) y especificidad 66,7% (IC
95% 41,2-85,6) en la leche madura.

El estudio de las muestras controles de madres que referen ser consumidoras

de alguna sustancia de abuso se describen a continuacion:

a) Madre fumadora de cannabis: Se mide THC en una concentracion de 86
ng/ml, THC-OH (metabolito de THC) 5 ng/mly COT (metabolito de NIC)
de 51 ng/ml.
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b) Madre consumidora de Cocaina: Se detectaron niveles de COC a 5
ng/ml y una concentracion de CAF a 539 ng/ml. No se detectaron
metabolitos de la COC.

c) Madre en tratamiento de mantenimiento con metadona: Se mide MTD en
una concentracion de 97 ng/ml, su metabolito EDDP a 8 ng/mly MOR 7
ng/ml (Figura 14).

A 1007 CAFm/& 195> 138 'y

%
2.00 4.00 6.00 8.00 1000 1200  14.00 1600 1800

100y BZE:miz290>168

0
200 4.00 6.00 8.00 1000 1200  14.00 1600 1800

1.7

‘g’ COC: m/e 304 >182
0 Lfmmpmmn&mmmwm

200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

= 66
100 A
8 *i MOR:mzww
g o T | L L) L) L) Ll I T L L L) L) L) L) 1 L) T T
z 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
a
n
v 1
2 “;g EDDP: mé 278 > 234 3
T o B A e
g 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
2 w0 134
1
*] MTD: mz 310 > 265 A
0 ] L L L) L) L) Ll 1 T L L L) L) L) L) 1 T T L
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
C 100 157

e THC-OH: m/z 331 > 193
0

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 1400 16.00 18.00
175

1001 THC: miz 315> 193 A
R

([ e

R B e e e g RAAs Sanas aanay
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 1400 16.00 18.00

100 56
2 l COTmz1T7>80 A\ N

0 T T T T T T T T T

LAMMAM AR | T | nbddd MAddd MASSS AaRRY | T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Time (min)

Figura 10. Cromatogramas de las muestras de leche de madres adictas. A)
cocaina, CAF; B) MOR,EDDP y MTD; C) THC, TCH-OH, COT,
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Segunda etapa

Se explica el objetivo del estudio a 57 donantes de las cuales 36 aceptan
participar en el estudio. La edad promedio es de 34+3 afios (rango 24-41 afios).
El 83,3% (30/36) tienen un embarazo a término (>37 semanas). En la
informacion recogida por cuestionario, las donantes refieren no consumir tabaco
de manera cronica o esporadica y niegan también el consumo de drogas
ilegales durante el embarazo y la lactancia (el consumo de estas sustancias las
excluye como donantes). Ninguna mujer refiere beber mas de 2 bebidas o
productos con cafeina al dia ni la toma de medicamentos que contengan
cafeina. No se encuentran drogas de abuso o sus metabolitos en leche materna
ni cabello. Se objetiva NIC y su metabolito COT en el 33,33% (12/36) de las
muestras de cabello analizadas, con una concentracion media de NIC de
1,805+2,956 ng/mg (95% IC 1-1.805; rango 0,805-2,805). La concentracion
media de COT es de 0,148+0,336 ng/mg (95% IC, 0,113-0,148; rango 0,034-
0,262).

El 83,3% (10/12) de las muestras de cabello positivas, tienen concentraciones
de COT compatibles con valores caracteristicos de personas no fumadoras (0,2
a 0,4 ng/mg). En una muestra se determina COT 0,47 ng/mg, cantidad que
corresponde a los valores encontrados en los fumadores pasivos (0,5 a 0,7
ng/mg). Solo una muestra de cabello tenia una concentracion de 1,9 ng/mg,
concentracion similar a las encontradas en los fumadores activos (2,3 a 3,1

ng/mg). No se encuentra NIC ni COT en las muestras de leche.

Se cuantifica CAF en el 77,77% (28/36) de las muestras de cabello, con una
concentracion media de 1,769+1,582 ng/mg (95% ClI, 1,233 — 2,304; rango O-
6,8). Por otro lado el 50% (18/36) de las muestras de leche materna contienen
una concentracion media de CAF de 272,76+560,50 ng/ml (95% CI, 83,121-
462,41; rango 0-2.236,92). La correlacion de CAF entre las muestras de cabello
y de leche es de r = 0,288, p = 0,0881.
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Determinacion de sustancias de abuso en orina

En el andlisis de las 54 muestras de orina se observa la presencia de CAF en el
57,4% (31/54) de las muestras, con una concentracion media de 343,70 ng/ml
(rango 0-2.600); COT en el 352% (19/54) de las muestras, con una
concentracion media de 0,52 ng/ml (rango 0-3,90). En el mismo numero de
muestras se detecta 3-OH-COT con una concentracion media de 2,01 ng/ml

(rango 0-17,6). No se encuentra NIC en orina.
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9. Discusion
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Existe una amplia evidencia en la literatura que indica que la LM es la mejor
opcion para alimentar a todos los RN porque transmite factores
inmunoprotectores y de crecimiento a corto y largo plazo [13, 25, 27]. Se ha
visto que los RN prematuros y enfermos que no tienen leche de su propia
madre, la LMD es la mejor opcion [13]. La LM ademas de un alimento, es un
producto biologico y tanto en su procesamiento como en su conservacion, al
igual que ocurre con la donacién de sangre, precisa de un manejo experto que
garantice su seguridad y calidad certificada. En general con la leche donada, se
trabaja desde la perspectiva de la seguridad. Es fundamental que la leche no
sea vector de ninguna infeccion ni contenga toxicos que puedan causar dafios

agudos al RN gue repercutan en su desarrollo.

9.1 Cribado de sustancias de abuso

El resultado principal de este estudio es la inexistencia de drogas ilegales
(COC, MOR, cannabis, anfetaminas, codeina, MTD) en las 3 matrices
bioldgicas (leche, cabello y orina) provenientes de mujeres donantes a un banco
de leche. Estos resultados corresponden a lo declarado mediante la aplicacion
del cuestionario de estilo de vida. Las mujeres donantes posiblemente estan
mas sensibilizadas sobre la importancia de evitar el consumo de sustancias de
abuso durante la lactancia ya que reciben formacion por parte del personal
sanitario del banco de leche. Existen trabajos realizados con leche materna
comprada a través de internet, donde se ha detectado la presencia de NIC 58%,
COT 4% y CAF 97%, ésta ultima en altas concentraciones [101]. EI comercio
de la leche sin un previo control de seguridad y calidad puede representar un

riesgo para los RN que reciben esta leche.

Una limitacion de los cuestionarios de estilo de vida es que las respuestas de
las madres estan influenciadas por diversos factores como la falta de confianza
hacia el personal sanitario, el temor a las consecuencias de admitir el consumo

de drogas de abuso, etc. Se han reportado importantes diferencias encontradas
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entre los porcentajes de consumo de drogas obtenidos por cuestionario y las
mediciones obtenidas por analisis cromatografico de matrices biologicas
alternativas como el meconio de los RN, placenta o liquido amniético [86, 87,
102].

Las tres muestras de leche analizadas en el estudio tomadas como controles
revelaron la presencia de otras sustancias de abuso ademas de las referidas.
La madre consumidora de COC tenia ademas concentraciones de CAF; la
madre fumadora de cannabis contenia también COT vy la leche de la madre en
tratamiento con MET contenia ademas MOR; éste ultimo no habia sido referido
y sirve como indicador de recaida en el consumo de opiaceos. El analisis de
sustancias de abuso en cabello permite detectar donantes con antecedente de

consumo de drogas.

Sustancias de abuso en leche materna

1. Cafeina

Exceptuando 1 muestra de LMD en que se determind NIC y COT, la uUnica
sustancia detectada en LMD es CAF. Estos resultados son similares a los
medidos en otros estudios [60, 103]. Esta descrito que los hijos de madres
consumidoras de CAF a dosis altas pueden presentar sintomas como

irritabilidad, vomito y alteraciones del patron del suefio [46, 62].

La concentracion mas alta de CAF encontrada es de 7.564 ng/ml. Si calculamos
la dosis ingerida por un RN que consume 150 ml/kg/dia de esta leche, su
consumo corresponderia a 1,13 mg/kg/dia. Aunque las concentraciones de CAF
medidas en este estudio no representan por si solas un riesgo de intoxicacion al
RN, esta leche es destinada en su mayoria a RN prematuros que reciben una
dosis inicial del CAF a 20 mg/kg y posteriormente 5 mg/kg/dia como dosis de
mantenimiento para el tratamiento de la apnea del prematuro. Recibir dosis

suplementarias a través del consumo inadvertido en la LM puede ocasionar una
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acumulacion que represente un riesgo de intoxicacion. Las propiedades
farmacocinéticas de la CAF hacen que tenga una vida media entre 5 a 6 horas
[104]con una concentracion pico a las 2 horas del consumo [59]. Por lo tanto,
los niveles de CAF encontrados en LMD dependen del tiempo que hay entre el
consumo Y la extraccion de la leche; esto puede explicar la negatividad a CAF
en muestras de leche de madres donantes que dijeron haber consumido CAF.
Es importante que en la informacion otorgada a las donantes, se precise la
importancia de limitar el consumo de bebidas o alimentos con CAF vy
espaciarlos de la extraccion de la leche.

La mayor parte de las muestras de cabello son positivas a CAF (77,77%), sin
embargo 3 muestras de cabello negativas para CAF tienen muestras de leche
positivas; esto puede deberse a diversos factores: 1) los tratamientos
cosmeéticos pueden alterar la presencia de téxicos en cabello, 2) cortar el
cabello condiciona que no se puedan medir la dosis acumuladas de drogas en
cabello y 3) para realizar un analisis 6ptimo de cabello se requiere obtener una

muestra entre 20 y 50 gramos [94].

Las muestras de orina recogidas durante el proceso de seleccion de donantes
son un 57,4% positivas para CAF con una concentracion media de 343,70
ng/ml; determinacion nos permite ver el consumo de CAF de las ultimas horas
por ofrecer informacion en un periodo de ventana corto. La metodologia

empleada para la determinacion en orina es la LC-MS-MS.

El analisis de la leche mediante LC-MS-MS permite detectar los casos falsos
negativos del cuestionario de habitos de vida por tratarse de una metodologia

objetiva y validada.

2. Nicotina
La NIC es rapidamente metabolizada a COT, trans-3-hydroxyCOT y COT-N-
oxido y son capaces de pasar a través del epitelio de la glandula mamaria,
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alcanzado concentraciones en la LM de 1,5 a 3 veces mas altas que las
concentraciones plasmaticas maternas simultaneas [53]. Por esta razén pueden

estar presentes en LMD.

En este estudio se ha determinado NIC en solo una muestra con una
concentracion de NIC 46,1 ng/ml y su metabolito COT 138,6 ng/ml en una mujer
gue ha donado otras 120 muestras de leche negativas. Los valores observados
son menores a los encontrados en leche de madres fumadoras 200 ng/ml [105].
El consumo medio de NIC a través de la leche materna en hijos de madres
fumadoras corresponde a 7 pg/kg/dia. Las determinaciones en cabello revelan
la presencia de NIC y COT en un 33% y 88,3% de las muestras
respectivamente. Las concentraciones son similares a las medidas en
individuos no fumadores y no expuestos (0,2 a 0,4 ng/mg). En 1 muestra se ha
determinado COT (0,47 ng/ml) y se ha clasificado en el rango de fumador
pasivo y solo 1 muestra de cabello es positiva a COT en rangos de fumador
activo (2,3 a 3,1 ng/mg). Por otro lado las muestras de orina estudiadas
muestran una positividad del 35,2% para COT y 3-OH-COT; no se encuentra
NIC. La explicacién se fundamenta en la rapida transformacion que sufre la NIC

al entrar al organismo.

El tabaquismo es un criterio de exclusion para ser donante de leche, la
positividad en estas muestras pueden explicarse por el consumo pasivo de NIC
a través de la exposicion al humo del tabaco. El tabaquismo pasivo en nifios
puede incrementar el riesgo de padecer infecciones respiratorias, asma e
incluso se ha relacionado con muerte subita del lactante. Debido a que esta
leche es destinada a prematuros de muy bajo peso, es importante que la leche

donada que reciben esté libre de NIC u otros téxicos.
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Cribado de sustancias de abuso en leche materna donada

A pesar de la alta prevalencia de consumo de sustancias de abuso demostrada
en la poblacion general, ofrecer a los RN leche donada que pueda contener
sustancias de abuso podria representar un riesgo importante para su salud a
corto y largo plazo. En los bancos de leche se siguen protocolos estrictos para
garantizar la calidad nutricional y microbioldgica de la leche, sin embargo no se
realiza ningun cribado toxicolégico durante la seleccion de donantes o durante
el procesamiento de la LD. Los niveles de CAF encontrados en la LMD no se
modificaron con el proceso de pasteurizacion, situacion que podria repetirse
con otras drogas. Puede considerarse que la pasteurizacion no constituye una

medida de seguridad toxicoldgica durante el procesamiento de LM.

La positividad a CAF en muestras de pelo y orina demuestra que los
xenobidticos pueden ser detectados durante la seleccion de donantes. La
presencia de NIC y sus metabolitos COT y 3-OH-COT en las muestras de
cabello y en el 35,2% de las muestras de orina, constituye evidencia suficiente
para afirmar que las mujeres lactantes y sus hijos contindan expuestos al humo
del tabaco. Los resultados son similares a lo reportado en estudios previos
donde se realizaron determinaciones de NIC y sus metabolitos en diferentes
matrices biolégicas (sangre de corddn, placenta, LM, dientes) que revelan
exposicion de madres e hijos en el periodo pre y postnatal a la NIC [106, 107].

Cribado en orinay cabello

La recogida de orina y cabello en donantes en banco de leche representa una
matriz biolégica no invasiva que aporta informacion sobre antecedentes de
consumo en dos ventanas de tiempo diferentes. La deteccion de drogas en
orina permite una correcta individualizacion de la exposicidon activa o pasiva de
las donantes durante los dias inmediatamente anteriores a la obtencion de esta

matriz [86]. El cribado en cabello permite determinar la exposicion cronica al
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tabaco, farmacos y sustancias de abuso, o que hace que esta matriz biologica

sea adecuada para detectar la exposicion cronica activa o pasiva [108].

Aunque en estos resultados hay pocos casos positivos, con cifras que
representan bajo riesgo de intoxicacion para los lactantes, hasta la fecha no
existen en la literatura datos sobre deteccion de drogas en los bancos de leche.

Si se integra el conocimiento de la tecnologia de la alimentacion, todos estos
procedimientos deberian garantizar también la calidad de la leche humana en

términos de preservacion de sus componentes.

Limitaciones

Una de las principales limitantes de este estudio es que solo el 63% de las
donantes han aceptado participar en el estudio para el cribado de drogas
mediante el andlisis de leche y cabello, por lo que los resultados presentados
no se pueden extrapolar a la poblacion general. Los motivos para no participar

en el estudio no se especifican.

Aunque existen metodologias validadas para cuantificar toxicos en LM, no todas
las unidades de cuidados intensivos neonatales cuentan con un banco de leche
que otorgue seguridad nutricional, infectologica y toxicologica. Por esta razén se
almacena la leche de madres para sus propios bebés. En unidades como estas,
es importante aplicar cuestionarios de habitos de vida de manera sistematica,
consciente y detallada, ademas de otorgar informacidn necesaria para
sensibilizar a prestadores de servicios de salud y madres sobre los riesgos de

consumir drogas durante la lactancia.
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9.2 Aplicabilidad y utilidad de los resultados

Los resultados de este estudio permiten conocer la prevalencia de drogas de
abuso y otras sustancias en LMD, su concentracion y sus posibles efectos

nocivos en el RN.

Hasta ahora no habia un estudio objetivo que evaluara si la seguridad a nivel
toxicoldgico esta bien cubierta en los bancos de leche humana. Actualmente se
utiliza el cuestionario de habitos de vida aplicado durante el proceso de
seleccion de donantes y la pasteurizacion de la leche para la eliminacion de

sustancias de abuso y sus metabolitos que pudieran estar presentes en la LM.

Los resultados de este este estudio plantean excepcionalmente la
implementacion del cribado de sustancias de abuso en las guias de actuacion
de los bancos de leche, para mejorar la calidad de la LMD destinada a RN

prematuros o criticamente enfermos.

La divulgacion de estos resultados podria ayudar a concienciar al personal
sanitario y a las madres sobre la importancia de evitar el consumo de téxicos

durante la lactancia.

Este estudio es un punto de partida para futuras investigaciones que puedan
determinar la influencia de otras sustancias presentes en la LM consumidas por
las madres de manera inadvertida. Estas sustancias incluyen: contaminantes
ambientales, pesticidas, organoclorados, dioxinas, bisfenoles, metales pesados,
entre otros. Conocer su prevalencia en leche donada, analizar predictores de

exposicion para crear recomendaciones dietéticas para las madres que lactan.
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9.3 Recomendaciones para el cribado de sustancias de

abuso en bancos de leche materna donada

En los bancos de leche materna donada donde hay que conseguir estandares
de seguridad y calidad, es necesario aplicar herramientas de biotecnologia para
la deteccion de drogas durante la seleccién de donantes y en el procesamiento
de la LM donada. Actualmente la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas permite la deteccion y cuantificacion simultanea de 18
diferentes drogas y sus metabolitos, representando una herramienta que puede
ser aplicada en los bancos de leche para ofrecer leche no solo segura, sino

también de calidad.

Las recomendaciones actuales de los bancos de leche respecto a la seguridad
toxicoldgica se fundamentan en el cuestionario de habitos de vida, eliminando

madres consumidoras o con sospecha de consumo.

El siguiente diagrama de flujo muestra la inclusion del cribado de sustancias de
abuso durante la seleccion de donantes y el procesamiento de leche.
Posteriormente se describe detalladamente las recomendaciones para el

cribado objetivo de sustancias de abuso en bancos de leche (Figura 15).

97



ENTREVISTA INICIAL POTENCIAL DONADORA
-Cuestionario de habitos de vida
-Serologia VIH, VHB, VHC, Sifilis

Positivo

Excluir como donante de LM

PROCESAMIENTO HABITUAL DE LECHE MATERNA DONADA
Leche congelada a -208C
Descongelamiento supervision estricta
Leche sin alteraciones aparentes a la observacion y al olfato
Realizacion acidez de Dornic y crematocrito
Se mezcla leche de la misma donante

Preparacion de alicuotas de 30, 60, 90 o 120ml|
Pasteurizacion Holter a 62.52C durante 30 min.
Enfriamiento

.
| congg#acmn m

No Dispensacion de LM a RN

Figura 11. Diagrama de flujo para el cribado de sustancias de abuso en
bancos de leche

Descripcion del procedimiento

Durante el proceso de seleccion de donantes

1.

Inicialmente se aceptan como posibles donantes las mujeres lactantes que
cumplan con los criterios habituales del banco de leche (previamente
mencionados en este documento).

Aplicaciéon de cuestionario de habitos de vida. Las mujeres que deseen
participar como donantes al banco de leche materna deben someterse en su
primera visita, a una entrevista con el personal sanitario del banco de leche
donde se recabe el historial clinico (edad gestacional, paridad,
medicamentos, suplementos vitaminicos) y caracteristicas sobre su estilo de
vida: nimeros de tazas de café, té, otras bebidas con cafeina; exposicion a

98



tabaquismo activo o pasivo; y consumo drogas de abuso actual o previo. Los
criterios de exclusion como donantes deben comprender: tabaquismo activo,
uso de drogas ilicitas, consumo de 2 o mas productos con cafeina por dia.
Es recomendable incluir un diagrama donde se sefale de manera precisa el
consumo de productos que contienen CAF (Ver Anexo). Es importante
también conocer el momento del dia en que la donante extrae su leche y el
intervalo de tiempo que hay entre el consumo de alimentos con CAF y la
extraccion de leche.

Toma habitual de serologia para cribado infeccioso.

Recoger muestra de orina y pelo de la donante para detectar el posible

consumo de sustancias de abuso de manera aguda o crénica.

La positividad para drogas ilegales en cualquiera de las dos matrices biologicas

las excluye como donantes de leche.

Durante el procesamiento de la leche materna donada

Una vez recogida la leche extraida por las madres seleccionadas, se procede a

continuar con los procesos normales del banco de leche que incluyen ademas

el cribado de toxicos:

S S o

Descongelacion a bafio Maria hasta obtener el bloque de leche al 50%
Seleccion de leche de acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas y olor
Determinacion de la acidez titulable (método Dornic)

Determinacion de crematocrito

Se reune la leche de una sola donante (pool)

Enviar 2 muestras de 3 ml de LM obtenidos del pool para la realizacion del
cribado. La leche libre de sustancias de abuso puede pasteurizarse, si
alguna muestra es positiva, debe eliminarse.

Pasteurizacion de la leche a 62,5 °C durante 30 minutos

Congelacion tras pasteurizacion para su almacenamiento hasta el momento

de la dispensacion.
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Los datos presentados en este trabajo y la revision de bibliografia referente a la

determinacion de sustancias de abuso en leche materna permiten formular las

siguientes conclusiones:

Los RN prematuros y enfermos alimentados con leche materna donada
pueden estar expuestos a sustancias de abuso consumidas por las madres
donantes

Las sustancias de abuso encontradas en las muestras recogidas en este
banco de leche son CAF, NIC y su metabolito COT.

No existe una infradeclaracion clara del consumo de sustancias de abuso en
el cuestionario de habitos de vida aplicado durante la seleccion de donantes.
La pasteurizacion es un proceso al cual se somete la leche materna para
garantizar la destruccion de agentes infecciosos. Sin embargo en nuestro
estudio, no alter¢d la presencia de toxicos

Los niveles de cafeina encontrados, por si solos no son lo suficientemente
altos para ocasionar sintomatologia en el RN, pero se deber realizar
consejo preventivo ya que no se habia referido el consumo y las dosis
pueden ser acumulables y/o intervenir con la farmacocinética de
medicamentos establecidos en el tratamiento del RN.

Se dispone de métodos analiticos validados para el cribado de sustancias de
abuso en bancos de leche que permiten el analisis simultaneo de 18 drogas
y sus metabolitos.

La determinacion objetiva de sustancias de abuso en leche materna donada
permitiria ofrecer a RN prematuros y enfermos leche segura y de calidad.

Es aconsejable implementar un protocolo de cribado de estas sustancias en
leche materna donada que podria incluir: (1) cribado en orina y guardar
muestra de pelo de las donantes; y (2) estudio de la leche previamente a su

alicuotacion en caso de resultados positivos en el cribado realizado.
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Anexo 1. Glosario de términos

e Banco de leche: Establecimiento con el proposito de seleccionar,
colectar, revisar, procesar, almacenar y distribuir la leche humana
donada destinada para indicaciones médicas especificas.

* Leche materna donada: Leche dada voluntaria y libremente a bancos
de leche materna.

* Leche cruda: leche materna la cual no ha sido sometida a tratamiento
alguno.

* Leche materna pasteurizada: leche la cual ha sido sometida al proceso

de pasteurizacion 62.5°C durante 30 minutos.
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Anexo 2. Consentimiento Informado

Hospital Universitario
332 12 de Octubre

Bl comunicad de Madrid
CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA MUJERES DONANTES DE LECHE

Agradecemos muy sinceramente su interés por ser donante de leche. La
donacién es un acto voluntario y altruista que beneficia enormemente a los nifios
hospitalizados que la reciben ¥ no tiene ningin riesgo pa}a usted ni para su hijo.

Su leche es la ideal para su hijo, pero necesitamos asegurarnos de que también lo
sea para nifios enfermos. Por ello le rogamos que conteste de forma veraz a la encuesta
sobre su salud y estilo de vida y que nos permita realizarle un analisis de sangre para
descartar que padezca alguna de estas infecciones: hepatitis B y C, infeccidén por virus
de la inmunodeficiencia humana adquirida v sifilis. Si en el analisis detectaramos
cualquier alteracién le informaremos de forma confidencial para que pueda completar el
estudio v tratarse si fuera preciso.

31 después de ser aceptada como donante se modifica alguna de las
circunstancias por las que se le ha preguntado, por favor, inférmenos lo antes posible.

Le proporcionaremos de forma verbal y escrita informacién sobre la extraccidn,
conservacién y transporte de su leche ¥ sobre cualquier otro aspecto que usted solicite.
El personal del Banco de Leche esta a su disposicién para resolver las dudas que quiera
plantearnos.

Tras la donacidn su leche sera pasteurizada y congelada, para ser posteriormente
administrada bajo indicacién médica, de forma andnima y gratuita, a nifios
hospitalizados.

Pequefias cantidades de su leche podran ser utilizadas para estudios de
investigacidn avalados por el Servicio de Neonatologia, lo que permitira avanzar en el
conocimiento cientifico de la leche humana y sus aplicaciones terapéuticas.

Usted puede dejar de donar leche en el momento que desee. No existe ninguna
obligacién ni compromiso por su parte.

Los datos facilitados por usted seran recogidos, de forma confidencial, en un
Fichero Automatizado cuyo responsable es el Banco de Leche del Hospital 12 de
Octubre. Usted podra ejercer sus derechos de acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de
13 de diciembre, sobre la Proteccidn de Datos de caracter Personal ¥ su uso informatico,

mediante solicitud escrita y firmada al responsable del Fichero.
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Hospital Universitario

3% 12 de Octubre

B Comunicad ce Mo

Nombre y apellidos de la donante (en letra mayuscula, por favor):

con DINI declaro que:

[ =]

h

He leido el documento de consentimiento informado. He podido plantear mis dudas

a los profesionales del Banco de Leche v he comprendido toda la informacién sobre
la donacién altruista de leche. sid

Acepto que los datos sobre mi salud y estilo de vida v los resultados de las pruebas

que me han realizado queden almacenados y custodiados en el Banco de Leche,
siempre que sean tratados de forma estrictamente confidencial. sildl
Consiento que me realicen las pruebas que sean necesarias para ser donante de
leche sild
Acepto que mi leche donada sea administrada a nifios hospitalizados por indicacién
médica sild
Acepto que pequefias cantidades de mi leche se utilicen de forma anénima para

estudios de investigacién supervisados por el Servicio de Neonatologia.

sid No [

Madrid a de de 20

Nombre v firma de la donante

Nombre y firma del profesional
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Anexo 3. Escala de Finnegan para valoracion de sintomas del sindrome de
abstinencia neonatal

Cuadro |. Puntuacion de Finnegan.

Alteraciones del sistema nervioso central

Llanto excesivamente agudo
Llanto agudo continuo

Duerme < 1 hora después de la foma
Duerme < 2 horas después de la toma
Duerme < 3 horas después de la toma

Temblores leves a la estimulacion
Temblores moderados a la estimulacion
Temblores leves espontaneos
Temblores moderados espontaneos

Hipertonia muscular

Escoriacion (especificar el lugar)

Sacudidas mioclonicas

Convulsiones generalizadas

Alteraciones metabolicas, vasomotoras y respiratorias

Fiebre de < 38.4°C
Fiebre de > 38.4°C

Bostezos (3-4 veces/intervalo)
Falta de ventilacion nasal
Estornudos (> 3-4 veces/intervalo)
Aleteo nasal

Frecuencia respiratoria < 60/minuto
Frecuencia respiratonia > 60/minuto con tiraje

W =N AWM = =W wmMn

N - N =t b N -

Alteraciones metabalicas, vasomoioras, respiratorias

Succion excesiva
Mala alimentacion
Regurgitacion
Vomitos en proyectil

Heces blandas
Heces liquidas

WM WN N =
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Anexo 4. Cuestionario de habitos de vida

Hospital Universitario
412 de Octubre

i comunidad de Madrid

Banco de Leche
Humana

ENCUESTA DE SALUD Y ESTILO DE VIDA
PARA MUJERES DONANTES

DATOS DE LA DONANTE FECHA / '

Nombre:

Direccion:
CP; Localidad:
Teléfonos de contacto: 1) 2

Correo electrénico:

Fecha de Nacimiento: / /

Pais de nacimiento:

Profesion:

. Cémo se enterd de le existencia del Banco de Leche?

Me informé la matrona | Por una persona conocida (] Enla planta de la Maternidad U

En mi centro de salud LI Porla pagina Web de la CAM Ll Porla pagina Web de la AEP / AEPap i
por la pagina Web del Hospital "1 Por los medios de comunicacién || Otros |

¢Ha sido usted donante de leche previamente? [ Si LI No

DATOS DEL HIJO LACTANTE

Nombre y apellido:
;Donde nacio? Fecha de nacimiento: / /
Duracién del embarazo en semanas: Peso: Kg

¢ Tuvo algin problema durante el embaraz6? [| Si [ No

Especificar:

¢Le tuvieron que transfundir sangre al feto durante el embarazo? [ Si [ No
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Banco de Leche
umana

DATOS DE HIJOS ANTERIORES

¢ Tiene usted hijos previos? [1 Si [ No

¢ Amamant6 a sus otros hijos? [ Si  [] No

¢ Durante cuanto tiempo?

Hospital Universitario
12 de Octubre

£ comunidad de Madrid

ler hijo: tiempo con LM: 2° hijo: tiempo con LM:

3er hijo: tiempo con LM: 4° hijo: tiempo con LM:

HISTORIA MEDICA MATERNA

Seiiale si ha padecido alguna de las siguientes infecciones:

- Hepatitis, ictericia o problemas hepaticos [] Si [ No - Sifilis [1Si []No

- Tuberculosis o contacto con TBC activa [ ] Si [ No -HTLV [J]Si [INo

- Otras, especificar:

Ve

\aall B}

;Padece o ha padecido alguna otra enfermedad?: [ | Si [ ] No (especificar)

- crénica:

- aguda en el ultimo afio:

¢ Toma actualmente alguna medicaciéon? (incluyendo hierbas y vitaminas) [ | Si [ No

Nombre Ocasional /habitual

Dosis

¢Le han vacunado de algo en las tltimas 4 semanas? [1 Si [] No
Especificar:
/Recibié hormona de crecimiento antes de 19857 [l si [ No
¢Le han transplantado algtn tejido u 6rgano? [] Si  [] No
Especificar:
2Le han hecho una endoscopia en los tltimos 3 meses? [] Si [ No
¢Le han transfundido sangre en los Gltimos 3 meses? [ Si [ No
¢ Ha recibido inmunoglobulina anti-hepatitis B en los tltimos 6 meses? [ | Si [ No
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Hospital Universitario
12 de Octubre

£ 5 Comunidad de Madrid

Banco de Leche
Humana

¢ Se ha realizado tatuajes, piercing o acupuntura en los 3 tltimos meses? [] Si [ ] No

. Ha tenido contacto accidental con sangre de otras personas o con agujas contaminadas

con sangre en los ultimos 3 meses? [ | Si [ No

ESTILO DE VIDA MATERNA

.Ingiere diariamente bebidas que contengan cafeina? [ si [ No

N° de cafés/dia: Ne° de tés/dia:

Cantidad de refrescos con cafeina/dia:

. Es fumadora habitual? [1 Si [] No
;Esta tomando bebidas alcohdlicas durante la lactancia? [ ] Si [ No

; Consume o ha consumido drogas? [ Si [ No

Especificar:

. Es usted vegetariana estricta? [ 1 Si [] No
;Tiene pareja estable? [ Si [ No
¢ Ha tenido relaciones sexuales con una persona transfundida en los ultimos 3 meses,

consumidora de drogas, con hepatitis, con VIH o con sifilis? [ | Si [ No

DECLARACION

Declaro que he leido y comprendido los motivos que excluyen la donacién de leche
humana, que he tenido la oportunidad de preguntar todo lo que no he entendido,
que han sido resueltas todas mis dudas y que he respondido de forma veraz a este
cuestionario. En caso de que alguna de las circunstancias por las que se me ha
preguntado se modificara mientras sea donante de leche, me comprometo a

comunicarlo al Banco de Leche.

Firma de la madre Firma del profesional
DNI n°: Nombre
Madrid a de de 20
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Anexo 5. Diagrama para documentar consumo de cafeina durante la
aplicacion del cuestionario de hébitos de vida.

Indique la cantidad de consumo por dia de
los siguientes productos

Ac
\J

w (Fg (g
’m@?

o

L 4
g
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Anexo 6. Equivalencia de alimentos con cafeina en tazas de café.

Alimento Contenido de cafeina Equivalencia
1taza de café filtrado (60 ml) 24 mg L

1tazade café expreso(25 ml) 48 mg | & |

1taza dete de 260 ml 26 mg L

1 lata de cola de 330 ml 26 mg L 3

1 |ata de cola fight de 330 ml 42 mg . IR |

1 lata de bebida energética

con cafeina (320 ma/L) de 105 mg . A A A
330mil

1taza de chocolate alataza 1B 1

de 200 ml mg

1 pastilla de chocolate 7 mg 1/3

negra (20 g}

Snack de chocolate negro de 1/2

- = 1 taza de café filkrado
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Anexo 7

ARTICULO 1

Analisis simultaneo de drogas licitas usadas frecuentemente y
drogas psicoactivas mediante cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas.

Emilia Marchei, Diana Escuder, Carmen Rosa Pallas, Oscar Garcia-
Algar, Arelis Gomez, Bibiana Friguls, Manuela Pellegrinia, Simona
Pichini,x

J Pharm Biomed Anal. 2011 May 15;55(2):309-16.
doi: 10.1016/j.jpba.2011.01.028. Epub 2011 Jan 28

122



Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 55 (2011) 309-316

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jpba

Simultaneous analysis of frequently used licit and illicit psychoactive drugs in
breast milk by liquid chromatography tandem mass spectrometry

Emilia Marchei?, Diana Escuder®, Carmen Rosa Pallas®, Oscar Garcia-Algar¢, Arelis Gomez®¢,
Bibiana Friguls ¢, Manuela Pellegrini?, Simona Pichini®*
2 Department of Therapeutic Research and Medicines Evaluation, Istituto Superiore di Sanitd, Rome, Italy

b Neonatal Unit, Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid, Spain
€ URIE, Hospital del Mar, Institut Municipal d’Investigacio Medica (IMIM), Parc de Salut Mar, Barcelona, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 14 December 2010

Received in revised form 18 January 2011
Accepted 21 January 2011

Available online 28 January 2011

A liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) method for the quantification of fre-
quently used licit (caffeine, nicotine and cotinine) and illicit drugs (opiates, cocaine, cannabinoids and
amphetamines) in breast milk was developed and fully validated. Chromatography was performed on a
reverse-phase column using a gradient of 2 mM ammonium acetate, pH 6.6, and methyl alcohol as mobile
phase ata flow rate of 0.35 mL/min. Separated analytes were quantified by electrospray ionization tandem
mass spectrometry in positive ion mode using multiple reaction monitoring.

lgz:;:rrisiik Milk samples were kept at —20 °C until analysis and the compounds under investigation were extracted
Drugs of abuse from the matrix by Bond Elut Certify cartridges. The concentration range covered was LOQ to 1000 ng/mL
Tobacco for all the investigated drugs. Intra- and inter-assay imprecision was less than 20%, analytical recovery
Caffeine ranged between 51.6% and 86.5%, matrix effect between 71.1% and 116.6% and process efficiency between

46.8% and 84.0%. Analytes were stable after three freeze-thaw cycles, after 6 months at —20°C and after
the pasteurization process (differences to the initial concentration always lower than 10%). matrix effect
ranged from 77.6% to 116.6%, recovery from 51.6% to 86.5%, and process efficiency from 46.8% to 79.0%.

This LC-MS-MS assay was applied to screen samples from the largest Spanish milk bank and samples
coming from drug addicted mothers. The developed method provided adequate sensitivity and perfor-
mance characteristics to prove the presence of only caffeine in a small percentage of samples from milk
donating nursing mothers and the presence or absence of most commonly used illicit drugs in breast
milk from addicted lactating mothers.

Liquid chromatography
Tandem mass spectrometry

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Breastfeeding is an essential physiological process with health
and social benefits [1,2]. Human milk provides nutrition, diges-
tive enzymes, immunological factors of many types, growth factors,
hormones, and other bioactive factors [2] and it is widely accepted
that breastfed infants have a lower risk of developing necrotizing
enterocolitis, enteritis, otitis media, sudden infant death syndrome,
lower respiratory tract infections, respiratory syncytial virus infec-
tion, insulin-dependent diabetes mellitus, and allergies [3-5]. To
protect nursing infants from undesired effects of maternal con-
sumption of any licit or illicit drug, but also to allow effective
pharmacologic treatment of breastfeeding mothers, information on
drugs (and or metabolites) excretion in human milk is essential
[1,6,7]. This is of major importance when breastfeeding newborns

* Corresponding author. Tel.: +39 06 49906545; fax: +39 06 49902016.
E-mail addresses: simona.pichini@iss.it, pichini@iss.it (S. Pichini).

0731-7085/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j,jpba.2011.01.028

with milk coming from milk banks. Indeed, although mother’s own
milk is clearly the best choice, human milk banking has a long tra-
dition in many countries and has a well recognized role in the care
of preterm and sick infants [2].

When drugs are administered to a lactating mother, a certain
percentage of the drugs may be excreted into the breast milk
[7]. The amount of drug excreted from plasma into breast milk
depends on the characteristics of the drug, such as plasma protein
binding, ionization, degree of lipophilicity and molecular weight.
In general, low plasma protein binding, low molecular weight,
high lipophilicity, low pH and high lipid content contribute to the
excretion phenomenon [1]. The excretion of drugs in breast milk
occurs mostly via passive diffusion, but carrier-mediated trans-
port also occurs for certain drugs [7]. As a result of the infant’s
small size and the difference in metabolism between infants and
their mothers, occasionally this transfer of medication can prove
to be harmful to the infant [8-10]. For this reason, drug therapies
tend to be limited or strictly controlled during breastfeeding. Fur-
thermore, nursing mothers are recommended to stop or at least
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to reduce tobacco smoking and coffee drinking and to absolutely
avoid consumption of drugs of abuse [1]. Despite these warnings,
some lactating mothers keep on maintaining their toxic habits so
that the presence of significant amounts of most frequently con-
sumed licit and illicit psychoactive drugs in breast milk cannot be
excluded. Consequently, both in the case of nursing mothers sus-
pected of drug abuse and more importantly in the case of human
milk banks, screening for such substances before breastfeeding pro-
tect the newborn from undesired ingestion of potentially harmful
compounds.

Breast milk is an unconventional matrix that has been used to
assess neonatal acute exposure to drugs, and its main advantage
is its easy and non-invasive collection. However, the extraction
of drugs from breast milk is an analytical challenge because of its
high protein and fat content and changing composition during the
postpartum period [1].

Several methods were published for the determination of nico-
tine [11-16], caffeine [16-19], cannabis [20], cocaine [21,22],
amphetamines [23-25], and methadone [26-29] in human milk.
Often, only alimited number of substances from the same drug class
are included in the assay and in early studies there was no mass
spectrometry used to detect the analytes. There is no published
evidence of analysis of heroin in human breast milk, while two arti-
cles reported the determination of codeine and morphine levels by
radioimmunoassay [30] and the determination of morphine and its
metabolite by liquid chromatography-ultraviolet spectrophotom-
etry assay [31].

We developed a liquid chromatography tandem mass spec-
trometry (LC-MS-MS) method to measure licit (tobacco and
caffeine) and illicit (opiates, methadone, cocaine, amphetamines
and cannabinoids) drugs in human breast milk and applied the val-
idated methodology to screen samples from the largest Spanish
milk bank. To our knowledge this is the first LC-MS/MS method to
simultaneously quantify 18 drugs and metabolites in breast milk.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and materials

Morphine (MOR), codeine (COD), 6-acetylmorphine (6-
MAM), 2-ethylene-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidine (EDDP),
methadone (MTD), cocaine (COC), benzoylecgonine (BZE),
cocaethylene (CE), nalorphine (NLP), 11-nor-carboxy-A9-
tetrahydrocannabinol (THC-COOH), 11-hydroxy-A9-tetrahydro-
cannabinol (THC-OH), A9-tetrahydrocannabinol (THC),
naphthalen-1-yl-(1-pentylindol-3-yl) methanone (JWH-018),
amphetamine (AP), methamphetamine (MA), 3,4-methylenedioxy-
methamphetamine (MDMA), 3,4-methylenedioxyamphetamine
(MDA), 3,4-methylenedioxypropylamphetamine (MDPA) were
supplied by LGC Standards Promochem (Milan, Italy). Nicotine
(NIC), cotinine (COT) and caffeine (CAF) and N-ethylnorcotinine
(NENC) were supplied by Sigma-Aldrich (Milan, Italy). NLP, JWH-
C18, MDPA and NENC were used as structurally related internal
standards for different drug classes. Deuterated internal standards
(MOR-d3, COC-d3, BZE-d3, THC-COOH-d3, AP-d5, MDMA-d5 and
COT-d3) were supplied by LGC Standards Promochem (Milan,
Italy).

Bond Elut Certify solid-phase extraction (SPE) columns were
from Varian (Palo Alto, CA). Ultrapure water and all other reagents
of HPLC grade were obtained from Carlo Erba (Milan, Italy).

2.2. Preparation of standard solutions

Stock standard solutions (1 mg/mL) and working solutions (10,
1 and 0.1 wg/mL) of all the analytes were prepared in methyl alco-

hol and stored at 20 °C until analysis. The internal standards (both
structurally related and deuterated ones) working solutions were
prepared at a concentration of 10 pg/mL. Calibration standards
for all the analytes between LOQ and 1000 ng/mL milk were pre-
pared daily for each analytical batch by adding suitable amounts
of methanolic working solutions to 0.5 mL pre-checked drug-free
human milk. Quality controls (QC) samples at 850 ng/mL (high
control for all analytes under investigation), 400 ng/mL (medium
control for all analytes under investigation), and 6ng/mL (low
control for MOR, 6-MAM, COD, MA, BZE, COC, THC, THC-OH, THC-
COOH) or 12ng/mL (low control for COT, CAF, NIC, MDA, AM,
MDMA, CE, MTD, EDDP) were prepared in drug-free milk and stored
at —20°C. The QC samples were included in each analytical batch to
check linearity, accuracy and precision, and the stability of samples
under different storage conditions.

2.3. Sample extraction

To 500 L breast milk sample (blank, calibrators, QC and real
samples) in a glass tube, 500 L of methyl alcohol were added. The
tubes were vortex mixed for 0.5 min and centrifuged at 4000 rpm
for 5min at room temperature. The supernatant was transferred
into 15-mL screw-capped glass tubes, diluted with 4 mL of 100 mM
ammonium acetate pH 5.5 and applied on a Bond Elut Certify
solid-phase extraction (SPE) column, which had been precondi-
tioned with 2 mL methyl alcohol, 2 mL water and 1 mL 100 mM
ammonium acetate pH 5.5. The column was further washed with
1mL 0.1N HCl and dried under vacuum for 5min. Cannabinoids
were eluted with 2 mL methanol, a second elution step with 2 mL
dichloromethane:isopropyl alcohol (80:20) with 2% ammonium
hydroxide was used for the other analytes. The organic layer was
evaporated under nitrogen stream at 30°C and redissolved in
100 L of water:methyl alcohol (20:80, v/v).

2.4. Liquid chromatography tandem mass spectrometry

Liquid chromatography tandem mass spectrometry
(LC-MS-MS) analyses were performed using an Alliance HPLC
system (Waters, Etten-Leur, The Netherlands) interfaced to a
Micromass Quattro micro API triple quadrupole mass spectrom-
eter (Waters) equipped with an electrospray (ESI) ion source.
Chromatographic separation was achieved at 38 °C with a Zorbax
extend C18 column (50 mm x 2.1 mm i.d., 3.5um particle size)
(Agilent). The gradient was a mixture of solvent A: (2 mM ammo-
nium acetate at pH 6.6) and solvent B: (methyl alcohol) with the
following linear program: 0.0 min, 10% B; 0.1-16.0 min: from 10%
to 93% B; 16.1-20min return to initial conditions. The flow rate
was kept constant at 0.35mL/min during the analysis and the
sample volume injected was 25 wL.

The tandem mass spectrometer was operated in positive ioniza-
tion mode with the following parameters: capillary voltage, 3kV;
lens voltage 0.3 V; source temperature, 130°C; desolvation tem-
perature, 500°C; cone gas flow rate, 30 L/h; desolvation gas flow
rate, 800 L/h. Dry nitrogen (>99.5%) was used as desolvation and
nebulization gas and argon (>99.999%, Praxair, Spain) was used
as collision gas. Acquisition was performed in multiple reaction
monitoring (MRM) mode and the protonated molecular ion of each
compound was chosen as precursor ion. MS and MS/MS spectra
of the compounds under investigation were acquired as follows.
The compounds dissolved in methyl alcohol at a concentration of
10 pg/mL, were infused through an integrated syringe pump into
the ESI probe at a rate of 10 wL/min to tune the mass spectrome-
ter and optimize the acquisition parameters. Cone energy voltages,
MRM transitions, and collision energy voltages were established
for each analyte and the values are listed in Table 1.
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Table 1
LC-MS-MS parameters for the MRM acquisition mode (quantification and confirmation).
Analytes Retention time (min) MRM transitions
Quantification Confirmation
m/z vV (V) CE (eV)® m/z CV (V) CE (eV)®

coT 5.6 177 - 80 25 18 177 - 146 25 18
CAF 6.1 195— 138 30 20 165— 110 30 20
NIC 85 163 - 132 25 20 163 — 80 25 25
MOR 6.6 286 152" 45 5 286 — 165 45 40
6-MAM 9.1 328 152" 35 5 328 — 165 35 35
CcoD 9.5 300 152" 47 5 300— 165 47 43
MDA 6.9 180— 105 20 11 180 163 20 15
AP 7.1 13691 20 15 136> 119 20 9
MDMA 7.7 194— 163 20 15 194— 105 20 23
MA 8.1 150 - 91 20 18 150 119 20 10
BZE 72 290— 168 30 25 290 105 30 29
coc 11.7 304182 30 25 304 — 82 30 34
CE 124 318196 25 20 318 - 168 25 20
EDDP 113 278 — 234 50 25 278 — 249 50 35
MTD 134 310— 265 20 15 310— 105 20 25
THC-COOH 14.8 345 327 30 16 345193 30 28
THC-OH 15.7 331193 30 22 331201 30 22
THC 17.5 315—- 193 30 22 315—123 30 30
NENC 6.9 191 - 120 25 20

MDPA 9.3 222163 20 20

NLR 11.5 312312 40 10

JWH-C18 16.2 342155 35 25

COT-d3 5.6 180 80 25 18

MOR-d3 6.6 289289 45 5

AP-d5 71 141 - 96 20 15

MDMA-d5 7.7 199 - 165 20 15

COC-d3 11.7 307 — 185 30 25

BZE-d3 7.2 293171 30 25

THC-COOH-d3 14.8 348 — 330 30 16

" In case of MOR, COD and 6-MAM, the protonated molecular ion was used for quantification.

2 CV: cone voltage.
b CE: collision energy.

2.5. Method validation

Validation parameters included linearity, limits of detection
(LOD) and quantification (LOQ), imprecision, inaccuracy, selec-
tivity, carryover, matrix effect, recovery, process efficiency and
stability studies. Linearity was determined by least-squares regres-
sion with 1/x?> weighting. Acceptable linearity was achieved when
the coefficient of determination was at least 0.99 and the calibra-
tors were quantified within £20% at the LOQ and +15% at other
concentrations.

The LOD and LOQ were evaluated with decreasing analyte con-
centrations in drug-fortified breast milk. The LOD was defined
as the lowest concentration with acceptable chromatography, the
presence of all transitions with signal-to-noise ratios of at least 3,
and a retention time within £0.2 min of the average retention time
of the calibrator. LOQ was the lowest concentration that met LOD
criteria and a signal-to-noise ratio of at least 10.

Imprecision and inaccuracy were determined at three concen-
trations by analyzing five replicates on three different days (n=20).
Imprecision and inaccuracy, expressed as the coefficient of varia-
tion (%) of the measured values and error (%) respectively, were
expected to be less than 20%.

Interferences from endogenous matrix components were eval-
uated by analyzing breast milk samples from ten healthy non
drug-consuming volunteers fortified only with internal standards
solutions. Endogenous interferences were considered insignificant
if no peaks at LOQ value were detected at the retention times of
the analytes in these ten breast milk samples. Potential interfer-
ences from other drugs of abuse, e.g. common benzodiazepines,
and antidepressants were also evaluated by spiking 0.5 mL of pre-
checked drug-free human milk pool with 500 ng of each of the

aforementioned substances (final concentration: 1000 ng/mL as the
highest point of calibration curve) and carried through the entire
procedure.

The potential for carryover was investigated by injecting
extracted drug-free human milk, with added internal standards,
immediately after analysis of the highest concentration point
of the calibration curve and measuring the area of possible
peaks at the retention times of the analytes under investiga-
tion. In case of CAF, carryover was also assessed after injecting
three replicates two additional concentration points at 2000 and
5000 ng CAF per mL drug-free human milk, since this analyte was
found in breast milk in concentration up to 4000 ng/mL [1,16].
These over-the-curve samples were also tested for calibration
curve fitting, recovery, and imprecision once they were diluted
5-fold.

Matrix effects, recovery and process efficiency were determined
using the experimental design proposed by Matuszewski et al. [32].
Set 1 were five replicates of QC material prepared in the mobile
phase. Set 2 and 3 were five replicates of blank breast milk fortified
with QC solutions after and before extraction, respectively. Matrix
effects were determined by dividing mean peak areas of set 2 by set
1 multiplied by 100. A value of 100% indicates that the responses in
the mobile phase and in the plasma extracts were the same and no
matrix effect was observed. A value of >100% indicates an ionization
enhancement and a value of <100% indicates an ionization suppres-
sion. Recovery was determined by comparing the mean peak areas
of analytes under investigation obtained in set 3 to those in set 2
multiplied by 100. Process efficiency expressed as the ratio of the
mean peak area of an analyte spiked before extraction (set 3) to the
mean peak area of the same analyte standards (set 1) multiplied by
100 [32].

125



312

E. Marchei et al. / Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 55 (2011) 309-316

100 100
= ] COT m# 177> 80 ;6\ s ] CoD: mz 300 > 300
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800  10.00 1200 1400 1600 1800
72
6.1
1 1
;01CAFm/zl95>l3S _‘k 5\90} BZE: méz 290 > 168 JL
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800  10.00 1200 1400 1600 1800
85 1.7
100 100 ;
’ ] NIC mfz 163 > 132 N A = ; COC: m/ 304> 182 /\
° LA SRR KA LA A MG RS BAARE A AMAAL LM WAL AR AL AR M A AL 0 T T T T T T T ————r—
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800  10.00 1200 1400 1600 1800
69
MDA: m/z 180> 105 Y
m/z
'iﬂwwwww 1\201 CE: m/z 318 > 196 /\
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800  10.00 1200 1400 1600 1800
3
113
£ 100 I 100 .
5 'V armeixson o 3 EDDP: m/z 278 >234
< 0 0 T T T T T T T T T T T T T T T
2 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800  10.00 1 1400 1600 1800
=
8 77 134
£ 100 1003 MTD:m/z 310 >265 A
2 . im
o8 {M.DMA_m/z 194> 163 {\ /L < ; A
I 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800  10.00 1200 1400 1600 1800
= 8.1 s
'gﬂ l MA:m/ 150> 91 [\ ‘\20; THC-COOH: m/z 345 >327 A
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
66 157
g THC-OH: m/z331> 193 A
100 X 100
" ] MOR: m/z 286 > 286 A A ~ \ <1
[ g
LAt MRS A LA s M Mad St Mt AL It Al s M A Mt M T T e T LA M i b idda A
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800  10.00 1200 1400 1600 1800
9.1 175
100 ] 6-MAM: m/z328> 328 [\ A ~\\ 1001 THC: m/z315>193 _M,\/wl\v——.—
B3 B3
Y ? s
e A e ML Mo A e e Mt Mot PR T T T AT AT T R e e e
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800  10.00 1200 1400 1600 1800

Time (min)

Fig. 1. LC-MS-MS chromatogram of a breast milk sample spiked at the low quality control concentration, 6 ng/mL for morphine (MOR), 6-acetylmorphine (6-MAM),
codeine (COD), methamphetamine (MA), benzoylecgonine (BZE), cocaine (COC), A9-tetrahydrocannabinol (THC), 11-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinol (TCH-OH), 11-nor-
carboxy-A9-tetrahydrocannabinol (THC-COOH) and 12 ng/mL for cotinine (COT), caffeine (CAF), nicotine (NIC), 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA), amphetamine (AP),
3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA), cocaethylene (CE), methadone (MTD), 2-ethylene-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidine (EDDP).

The effect of three freeze-thaw cycles (storage at —20°C) on
the compounds stability in human milk was evaluated by repeated
analysis (n=3) of QC samples. In addition, mid-term stability test
was performed for real samples stored at —20°C. Three replicates
of four samples were analyzed once a month during a 6 months
period. The stability was expressed as a percentage of the initial
concentration (first analyzed batch) of the analytes both in QC
and real samples. Finally, the effect of pasteurization on the sta-
bility of analytes under investigation in breast milk was evaluated
by repeated analysis (n=3) of QC samples. Milk was pasteurized
following the method in use at the Spanish milk bank at the
“Hospital Universitario 12 de Octubre” — Madrid Spain, by heat-
ing it at 62.5°C for 30min and then cooling it below 5°C within
15 min. The pasteurization effect was expressed as a percentage of
the initial concentration (first analyzed batch) of both analytes in
QC samples.

All the validation parameters were calculated using two types
of internal standards: the ones structurally related to the analytes
under investigation and deuterated internal standards.

2.6. Breast milk samples

Breast milk samples came from the largest Spanish milk bank
located at the “Hospital Universitario 12 de Octubre”, Madrid, Spain.
Samples were collected from January 2010 to June 2010. Once col-
lected, milk from each mother was pasteurized as above reported,
aliquoted and stored at —20°C. At the time of donation, lactating
mothers completed a structured questionnaire regarding smoking
habits, consumption of caffeinated drinks and eventual consump-
tion of psychoactive drugs. Mothers signed an informed consent to

drug testing of donated milk and local ethics committee approved
the protocol for milk donation and drug testing. Milk was accepted
only from mothers declaring no toxic habit and no use of any drug
or drug of abuse. However, no drug testing in any biological matrix
was performed to confirm self-declarations. In order to check the
eventual effects of pasteurization performed at the milk bank, 34
samples were sent in duplicate: before and after the pasteurization
process.

Furthermore, to verify the reliability of developed method,
breast milk samples from two addicted mothers declaring cocaine
and cannabis consumption respectively and from one mother in
methadone maintenance treatment were collected at Hospital del
Mar, Barcelona, Spain.

3. Results
3.1. Chromatography and validation results

Representative chromatograms obtained following the extrac-
tion of drug-free milk spiked with all the analytes under
investigation and real milk samples from addicted lactating moth-
ers are shown in Figs. 1 and 2.

Linear calibration curves were obtained for the compounds of
interest with correlation coefficients (r2) of at least 0.99 in all cases
and LODs and LOQs values were adequate for the purpose of the
present study (Table 2). The intra and inter-assay imprecision (mea-
sured as coefficient of variation, CV) and inaccuracy (measured as
% error) values were always lower than 20% (Table 3). Once diluted,
over-the-curve CAF samples fitted the calibration curve, and when
tested for imprecision and inaccuracy gave values always better
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Fig. 2. LC-MS-MS chromatograms of breast milk samples from addicted nursing mothers containing: (A) cocaine (COC 5 ng/mL) and caffeine (CAF 539 ng/mL); (B) morphine
(MOR 7 ng/mL), 2-ethylene-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidine (EDDP 8 ng/mL) and methadone (MTD 97 ng/mL); (C) A-9-tetrahydrocannabinol (THC 86 ng/mL), 11-

hydroxy-A-9-tetrahydrocannabinol (TCH-OH 5 ng/mL) and cotinine (COT 51 ng/mL).

than 20%. For this reason, breast milk samples with CAF concentra-
tion over the highest point of the calibration curve were diluted 1:5
and reanalyzed.

No additional peaks due to endogenous substances which could
have interfered with the detection of the compounds of interest
were observed in drug-free samples. No psychoactive drugs other
than the compounds under investigation interfered with the assay.
Blank samples injected after the highest point of the calibration
curve or after 2000 and 5000 ng/mL CAF did not present any traces
of carryover.

The mean absolute matrix effect ranged from 77.6% to 116.6%,
recovery from 71.1% to 86.5%, and process efficiency from 46.8% to
84.0% (Table 4).

No relevant degradation was observed after any of the three
freeze-thaw cycles, with differences in the initial concentration
less than 10% for all the compounds under investigation. Similar
results (differences to the initial concentration always lower than
10%) were obtained for real breast milk specimens with respect
to the case of mid-term stability test, confirming the validity of
stored samples for analysis. Similarly, no significant degradation
was observed after pasteurization.

The above-reported validation parameters were obtained using
internal standards structurally related to the analytes under inves-
tigation (NLP for opiates and COC, JWH-C18 for cannabinoids,
MDPA for amphetamines and NENC for NIC, COT and CAF). Similar
results were obtained when calculating the validation parameters
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Table 2
Calibration results, limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ).
Analyte Slope +SD Intercept + SD Correlation coefficient (r?) + SD LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
coT 0.028 + 0.002 —0.226 + 0.131 0.992 + 0.001 20 7.0
CAF 0.002 + 0.001 0.176 + 0.036 0.992 + 0.002 3.0 10.0
NIC 0.0008 + 0.0002 0.036 + 0.020 0.992 + 0.002 3.0 10.0
MOR 0.0007 + 0.0002 0.004 + 0.006 0.995 + 0.002 15 5.0
6-MAM 0.006 =+ 0.001 —0.002 + 0.013 0.994 + 0.001 1.0 5.0
CoD 0.005 =+ 0.002 —0.005 + 0.019 0.996 + 0.004 1.0 5.0
MDA 0.0005 + 0.0001 0.006 + 0.006 0.993 + 0.002 2.0 7.0
AP 0.0023 + 0.0003 0.019 + 0.007 0.994 + 0.003 20 7.0
MDMA 0.003 + 0.001 —0.022 + 0.063 0.996 + 0.005 25 8.0
MA 0.011 £ 0.002 0.100 + 0.079 0.992 + 0.001 1.0 5.0
BZE 0.0006 + 0.0002 —0.005 + 0.002 0.991 + 0.001 1.0 5.0
coc 0.002 + 0.001 0.036 + 0.014 0.994 + 0.003 1.0 5.0
CE 0.005 + 0.001 0.103 + 0.053 0.991 + 0.001 2.0 7.0
MTD 0.010 =+ 0.004 0.144 £ 0.075 0.991 + 0.001 2.0 7.0
EDDP 0.004 + 0.001 0.034 + 0.061 0.994 + 0.004 2.5 8.0
THC-COOH 0.002 + 0.001 —0.026 + 0.029 0.994 + 0.004 1.0 5.0
THC-OH 0.0003 + 0.0001 —0.005 + 0.004 0.994 + 0.003 15 5.0
THC 0.0001 + 0.00002 0.002 =+ 0.003 0.994 + 0.004 15 5.0

using deuterated compounds (MOR-d3, COC-d3, BZE-d3, THC-
COOH-d3, AP-d5, MDMA-d5 and COT-d3) as internal standards. For
the analysis of real samples (more than 400 samples have already
been analyzed and other 400 still to be analyzed), NLP, JWH-C18,
MDPA and NENC were used because of the lower cost of the sub-
stances, higher stability and availability.

3.2. Analysis of breast milk samples

The method was first applied to breast milk specimens from
the Spanish milk bank (1=400). None of the analytes under inves-
tigation were found in the analyzed samples apart from caffeine,
found in 17.5% (n=70) of the breast milk specimens with a con-
centration ranging from 295 to 2191 ng/mL. These results are in
accordance with previous studies [16-19], where CAF in breast milk
from CAF-consuming mother was between 47 and 4000 ng/mL.
CAF is considered compatible with breastfeeding [7] because occa-
sional use appears to have little effects on infant but it would seem
advisable to restrict caffeine consumption to less than 300 mg/day

Table 3
Intra-day (n=5) and inter-day (n=15) precision and accuracy.

(approximately three cups of coffee) while breastfeeding [1]. With
respect to the 34 milk samples collected and analyzed before and
after pasteurization process, no difference in concentration of CAF,
the only analyte found in few of these samples, was highlighted
and none of the other psychoactive drugs were determined before
or after the process.

Breast milk samples from two addicted mothers declaring
cocaine and cannabis consumption respectively and from one
mother in methadone maintenance treatment were collected at
Hospital del Mar, Barcelona, Spain. COC was the only analyte found
(concentration: 5 ng/mL)in the breast milk sample from the cocaine
addicted mother, with BZE and other metabolites absent in this bio-
logical matrix and CAF present in high concentration (539 ng/mL).
With respect to the cannabis smoker, THC (86 ng/mL) and THC-
OH (5ng/mL) were detected in her breast milk sample together
with COT (51 ng/mL), the nicotine metabolite. Finally in breast milk
from the heroin-addicted mother in methadone treatment, not only
methadone (97 ng/mL) with its metabolite EDDP (8 ng/mL) were
found but also a low concentration of MOR (7 ng/mL).

Analyte Intra-day precision (RSD) Intra-day accuracy (Error%) Inter-day precision (CV%) Inter-day accuracy (Error%)
Low Medium High Low Medium High Low Medium High Low Medium High
CcoT 7.6 15.4 14.4 15.1 12.0 14.1 14.5 122 10.7 14.8 9.5 8.5
CAF 14.8 4.7 5.7 15.7 31 4.5 10.2 9.2 6.8 11.7 10.8 6.6
NIC 53 10.4 152 4.6 8.2 10.6 6.9 6.8 109 5.9 4.5 104
MOR 6.5 15.4 1.5 14.7 10.8 13 13.1 10.3 35 10.8 7.4 29
6-MAM 4.1 14.6 7.8 6.5 10.5 14.8 10.2 12.8 9.7 8.0 9.4 8.6
CoD 10.6 53 24 124 5.07 2.7 9.6 11.8 8.5 9.4 10.7 6.4
MDA 74 8.9 1.7 6.6 9.8 16 9.4 10.5 9.5 7.2 135 5.9
AP 9.5 6.8 34 6.5 4.4 7.6 9.8 9.3 7.3 7.4 6.5 6.4
MDMA 11.8 12.0 123 119 8.8 8.6 115 10.3 10.6 10.2 103 6.2
MA 10.0 11.1 5.1 8.2 10.1 43 124 11.1 4.9 118 109 43
BZE 6.2 5.6 2.5 9.9 8.0 23 8.7 10.6 43 10.0 7.6 29
coc 1.5 6.5 16 10.1 74 1.7 10.2 10.4 52 8.7 7.8 34
CE 3.0 10.3 6.5 15.7 11.6 6.8 10.6 10.5 9.9 10.8 10.9 8.9
MTD 35 10.0 74 22 6.9 135 10.1 9.1 74 6.7 7.3 8.2
EDDP 53 9.1 113 45 11.8 7.3 9.4 10.8 74 8.6 109 5.9
THC-COOH 29 9.2 9.0 14.9 115 8.9 10.6 7.8 8.2 11.5 8.4 53
THC-OH 1.1 4.6 0.6 10.8 6.2 2.6 104 8.6 2.6 9.5 7.6 19
THC 9.2 5.1 136 7.1 43 10.2 9.9 5.0 9.2 7.6 5.1 6.9
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Table 4

Matrix effect, recovery and process efficiency data for analytes under investigation in five different lots of human breast milk.

Analyte Matrix effect (%) Recovery (%) Process efficiency (%)

Low Medium High Low Medium High Low Medium High
cot 98.1 94.4 95.1 729 720 774 71.5 68.0 73.6
CAF 104.4 105.4 104.9 61.4 56.2 59.6 64.1 59.2 62.5
NIC 90.0 96.0 91.9 52.0 55.8 54.6 46.8 53.6 50.2
MOR 95.1 96.1 100.2 66.9 70.7 63.5 63.7 67.9 63.6
6-MAM 90.5 90.8 90.6 82.9 83.6 84.0 75.0 75.9 76.1
CcoD 95.0 94.9 91.1 77.9 83.2 83.2 74.0 79.0 75.8
MDA 88.0 82.8 85.7 68.3 70.4 64.1 60.1 58.3 54.9
AP 103.2 102.6 105.0 56.7 54.0 51.6 58.5 55.4 54.2
MDMA 94.7 97.1 98.0 72.6 715 69.0 68.8 69.4 67.6
MA 94.5 92.5 95.8 67.9 70.8 65.3 64.2 65.5 62.6
BZE 94.0 92.2 87.4 62.0 61.9 66.4 58.3 57.1 58.0
coc 93.8 93.2 95.2 819 83.0 753 76.8 774 721
CE 85.1 88.0 87.6 86.5 82.4 824 736 725 722
MTD 77.6 711 75.6 739 85.4 72.8 574 60.7 55.0
EDDP 114.8 116.6 113.0 65.5 64.2 64.1 75.2 74.8 724
THC-COOH 92.1 94.1 92.8 56.0 53.2 55.6 51.6 50.1 51.6
THC-OH 104.8 105.1 102.6 57.8 59.9 59.3 60.6 63.0 60.8
THC 88.0 91.8 91.0 59.9 59.8 63.5 52.7 549 57.8

4. Discussion

There is ample evidence in the literature that breast feeding is
beneficial in meeting the nutritional and immunological needs of
all babies, whether born at full-term or prematurely. Ideally, the
milk should come from the baby’s mother, but sometimes this is
impossible. Mothers of preterm babies and other babies in intensive
care are often unable, too sick or simply they do not have suffi-
cient production in the first day after delivery to provide enough
milk for their baby’s needs. In these cases the milk from the human
milk bank can be a viable alternative. In fact, with respect to the
infections transmission, there are three different filters to check
the milk from the bank: first a structured interview to the donating
mothers on life style, second a complete blood analysis and third
the milk pasteurization, which removes potentially harmful viruses
and bacteria.

However, due to the large prevalence of drug use in the popu-
lation of child bearing age, it is feasible that the milk donated by
mothers could potentially contain drugs which may be harmful to
the infants. Screening the donated milk for the presence of drugs
of abuse prior to being given to the newborns is extremely impor-
tant. The method we describe has the advantage that it quantifies
simultaneously a large number of potentially harmful licit and illicit
drugs.

With respect to the milk sample collected from the cocaine
addicted mother, considering that COC is readily soluble in non
polar solvents, its distribution into lipid-rich breast milk is pre-
dictable. More polar COC metabolites, such as BZE, may be more
soluble in blood, and this could be the cause of disproportionate
partitioning of COC relative to its metabolite, in breast milk [22].
Furthermore, it is likely that the concentration of COC and BZE in
breast milk is a function of the temporal relationship between COC
use and collection of specimen. Breastfeeding while consuming
COC is absolutely not safe in the light of evidence that COC concen-
trations in breast milk reaches high levels if the lactating mothers
regularly use COC. Milk samples collected from a mother declar-
ing cannabis smoking showed the presence of THC and THC-OH
together with NICand COT confirming that cannabis was consumed
with tobacco and that THC-COOH, the acid THC metabolite was
not present in this sample. Finally, the presence of low concen-
trations of morphine was identified together with methadone and
its metabolite in the milk sample from the mother on methadone

maintenance program demonstrating a possible relapse in opiates
consumption.

5. Conclusion

For the first time a fully validated LC-MS/MS method simul-
taneously quantifies the most frequently used licit and illicit
psychoactive drugs in human breast milk. The method involved
a fast and simple sample extraction procedure, presented a high
throughput, adequate linearity, accuracy and precision to be used
for rapid screening of milk samples continuously arriving at a milk
bank.

Breastfeeding mothers are often reluctant to admit to using
drugs or they may not even be aware that they are using a drug
so measurement of drug concentrations (licit or illicit drugs) in
breast milk provides useful information for appropriate maternal
counselling, immediate infant treatment and subsequent medical
follow-up.
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Validation of a Screening Questionnaire for a Human Milk Bank to
Determine the Presence of lllegal Drugs, Nicotine, and Caffeine

Diana Escuder-Vieco, BSc'?, Oscar Garcia-Algar, PhD>*, Simona Pichini, PhD”, Roberta Pacifici, PhD,
Nadia Raquel Garcia-Lara, MD'+, and Carmen Rosa Palls-Alonso, PhD'+

Objectives To validate the health and lifestyle questionnaire answered by donors to a human milk bank with
respect to the presence of illegal drugs, nicotine, and caffeine levels in donor milk.

Study design Atotal of 400 human milk samples from 63 donors were analyzed by liquid chromatography tandem
mass spectrometry for the presence of 14 illegal drugs, nicotine, and caffeine. Demographics and clinical and
lifestyle data (illegal drugs, tobacco, and caffeinated beverage use) were collected from the required screening
questionnaire of a human milk bank. The relationship between the 2 evaluation techniques was determined.
Results lllegal drugs were not found in donor milk. Nicotine (46.1 ng/mL) and cotinine (138.6 ng/mL) were quan-
tified in one milk sample from a donor who did not report tobacco use in the questionnaire (1.6% false negative).
Caffeine was detected in 45.3% (181/400) of the total milk samples, with a mean concentration of 496 + 778 ng/
mL. The sensitivity and specificity of the questionnaire to detect caffeine in donor milk was 46% and 77%, respec-
tively.

Conclusions The lifestyle questionnaire is reliable for the assessment of illicit drug use by donors to a human milk
bank, but there are certain limitations regarding the identification of second-hand smoke exposure and the disclo-
sure of consumption of caffeinated beverages. Data such as smoking habits of partners, type and volume of
beverage or food containing caffeine, method of preparation, and time of day of consumption should be collected
by the questionnaire. (J Pediatr 20714; 1:H-H).

other’s own milk is the ideal choice for feeding infants during at least the first 6 months of life because of the health

benefits it confers. When mother’s milk is not available or is insufficient, milk from a human donor is recommended.’

The selection of healthy and reliable donors is one of the most important aspects of human milk banks. Internation-
ally, these centers have monitored the risk of transmission of infectious agents through donor milk by developing screening
questionnaires, blood tests and, as an additional security measure, pasteurization of donor milk (62.5°C for 30 minutes) to
kill viruses and potential pathogenic bacteria.””

There is less emphasis placed on determining the presence or absence of legal or illegal drugs in this biologic fluid. The only
information available is provided by the donors themselves in the self-report required by the screening questionnaire that must
be completed before the women are accepted as donors.

Psychoactive drugs and caffeine taken by the mother during breastfeeding are known to be secreted into breast milk.* The
American Academy of Pediatrics recommends against breastfeeding in mothers with positive illegal drug screening and suggests
avoiding the consumption of tobacco and alcohol.' By contrast, some experts believe that a maternal limit of 300 mg daily of
caffeine might be a safe level of intake.” Risk assessment based on the subject’s self-report by a questionnaire is widely used.
However, there is no validation of the questionnaire. The objective of the present study was to validate the health and lifestyle
questionnaire answered by donors with respect to the presence of illegal drugs, nicotine, and caffeine in the donor milk.

This study was approved by the local Ethics Committee, with informed consent

from all participants. The study was conducted at Human Milk Bank, Neonatology From the 'Department of Neonatology, Hospital 12 de
. . . . Octubre, Madrid, Spain; “SAMID Network (Spanish
Unit, Hospital 12 de Octubre, Madrid, Spain, between February and July 2009. Collaboratve Maternal and Chid Health Research
Each donor who wished to participate in the study was provided with several Network); *URIE, Hospital del Mar, Institut Municipal
. . . . d‘Investigacio Medica (IMIM), Parc de Salut Mar,
glass containers for expressing human milk along with labels for her name and Barcelona, Spain; and “Instituto Superiore di Sanita,
. . . . Rome, Ital?
the expression date of the milk. A different container was used for each new .
. . . 5 Funded by Spanish Health Research (FIS 09/00040). The
expression. All containers were kept frozen in the donor’s home and transported authors declare no conflicts of interest.

to the milk bank without the transporter breaking the cold chain. Subsequently, Portions of this study were presented as a poster at the
Intenational Society For Research in Human Milk and

Lactation Conference, “Breastfeeding and the Use of
Human Milk: Science and Practice,” Trieste, Italy,
September 27, 2012.
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to perform an adequate pasteurization, different containers
of milk from the same donor were mixed into a pool
(maximum 1 L). From each of these pools, an aliquot of
1.5 mL of human milk was stored frozen at —20°C until it
was analyzed for illegal drugs, nicotine, and caffeine. The al-
iquots were collected in the chronological order in which they
arrived at the milk bank. Consequently, each sample used in
the study spans an average time period of 1 month from the
beginning of the donation period. In total, 400 human milk
samples were collected for analysis of illegal drugs, nicotine,
and caffeine from 400 different pools.

Health Questionnaire

A health and lifestyle questionnaire was completed by each
donor participant on the first visit to the milk bank before
any of her expressed milk was accepted. The following data
were collected from the enrolled donors: demographic data
(maternal age and birthplace), clinical data (gestational age,
parity, medications or vitamin supplements) and lifestyle
data (number of coffee, tea, and soft drinks per day; active
smoker; illegal drug user).

Expression dates gathered from the labels of each milk
container and data from the questionnaire permit classifica-
tion of samples according to type: colostrum (milk from less
than 7 days after delivery), intermediate milk (7-21 days af-
ter delivery), and mature milk (more than 21 days after de-
livery). The study included 63 donors who fulfilled the
requirements of the Human Milk Bank. The exclusion
criteria for rejecting a mother as donor included the use of
illicit drugs, being an active smoker, and daily consumption
of more than 2 caffeinated beverages per day (coffee, tea, or
soft drinks).

Biochemical Analyses

A validated, reversed-phase liquid chromatography tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) test® was used to determine
the concentration of illegal drugs, nicotine, and caffeine. The
analysis was performed with an Alliance High Performance
Liquid Chromatography system (Waters, Etten-Leur, The
Netherlands) interfaced to a Micromass Quattro micro API
triple quadrupole mass spectrometer (Waters Corporation,
Milford, Massachusetts) equipped with an electrospray ion
source.

Analytes were extracted from the human milk buffered at pH
5.5 with solid-phase extraction for substance recovery ranging
from 71.1% to 86.5%. The intra- and interassay imprecision
(measured as coefficient of variation) and inaccuracies
(measured as % error) were always lower than 20%. The analytes
and limits of detection in breast milk were as follows: 3 ng/mL
for caffeine; 3 ng/mL for nicotine; 2 ng/mL for cotinine;
1.5 ng/mL for morphine; 1 ng/mL for 6-acetylmorphine and
codeing; 2 ng/mL for amphetamine; 2.5 ng/mL for
3,4-methylenedioxy-methamphetamine; 1 ng/mL for metham-
phetamine; 1 ng/mL for benzoylecgonine and cocaine; 2 ng/mL
for cocaethylene; 1 ng/mL for 1-nor-9-carboxy-delta-9-
tetrahydrocannabinol; 1.5 ng/mL for 11-hydroxy-A’-tetrahy-
drocannabinol and delta-9-tetrahidrocarbocannabinol; 2 ng/

2
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mL for methadone; and 2.5 ng/mL for 2-ethylidene- 1,5-
dimethyl-3,3-dphenylpyrrolidine. Alcohol was not analyzed.

Human milk testing has a detection window with a typical
range from a few hours to 1 day after a single intake of sub-
stances such as nicotine, cotinine, caffeine, cocaine, heroin,
and morphine. Others, such as cannabis or amphetamines,
can be detected up to a few days or months later.”

Statistical Analyses
Biochemical data were tested for normality of distribution by
a Kolmogorov-Smirnov test. Caffeine concentration was ex-
pressed as the mean and 95% CI of the mean. The average
number of samples per donor was expressed as the median
and IQR because they were not normally distributed.
Agreement or disagreement between self-report use and
LC-MS/MS results was determined by kappa coefficients.”®
Sensitivity and specificity values are reported with 95% Cls
for illegal drugs, nicotine, and caffeine. The effect of collec-
tion date on caffeine concentration was determined by the
Fisher test. Donors who delivered human milk samples for
at least 2 months were included in this analysis. Caffeine
levels were categorized into 4 classes: low (0 ng/mL), medium
(1-165 ng/mL), high (166-625 ng/mL), and very high levels
(>625 ng/mL). Differences were considered significant at
P < .05. Statgraphics Centurion XVI version 16.1.15 (Stat-
point Technologies Inc, Warrenton, Virginia) was used to
perform these analyses.

The Human Milk Bank accepted milk from 64 donor
mothers. Of these 64, 63 accepted to participate in the study
with a mean age of 35.7 & 4.75 years (range, 23-53). Among
these donor mothers, 50 had a term delivery (after 37 weeks
of gestation), and 39 were primigravida. A total of 85.7% (54/
63) of the mothers were from Spain, 12.7% (8/63) were from
Central and South America, and 1.6% (1/63) was from
another European country. Of these donors, 52 gave samples
of mature milk, 4 gave both intermediate and mature milk, 2
donors gave colostrum and intermediate milk, 4 donors gave
only colostrums, and 1 donor gave colostrum, intermediate
and mature milk.

The average number of samples per donor was 4 + 13.4
(IQR, 2-6). In total, 400 milk specimens were used in the study:
16 colostrum, 19 intermediate milk, and 365 mature milk.

No illegal drugs were found, consistent with the answers
given by the donors on the questionnaire because none re-
ported taking these substances. Thus, the false-negative rates
of the questionnaire for illicit drugs were 0% and the speci-
ficity of the questionnaire to detect illegal drugs was 100%.

Nicotine and its metabolite cotinine were found in one
mature human milk sample. Nicotine levels were 46.1 ng/
mL, and cotinine levels were 138.6 ng/mL. This positive
sample belonged to a donor who had provided another 102
samples for the study which tested negative for legal and
illegal drugs. No donor said she was an active smoker on
the questionnaire (exclusion criteria).
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Finally, caffeine was found in 45.3% (181/400) of the total
donor milk samples, with a mean concentration of
496 + 778 ng/mL (95% CI, 382-609; range, 0-7564). These
positive samples were 56.2% (9/16) colostrum; 52.6% (10/
19) intermediate milk, and 44.4% (162/365) mature milk.

The relation between self-reported caffeinated beverage
use on the questionnaire and the analysis of caffeine in donor
milk by LC-MS/MS is shown in the Table. The probability of
expected agreement between self-reports of caffeinated
beverage use and detection of caffeine in donor milk was
0.45 and the kappa value was 0.22. The sensitivity and
specificity of the questionnaire to detect caffeine in donor
milk was 46.7% (95% CI 31.9-62) and 77.8% (95% CI
51.9-92.6) respectively. On the basis of the type of milk
analyzed, for colostum the sensitivity was 20% (95% CI
1.1-70.1) and the specificity was 50% (95% CI 2.7-97.3);
for intermediate milk, the sensitivity was 40% (95% CI 7.3-
83) and the specificity was 0% and, finally, in the case of
mature milk, the sensitivity was 48.7% (95% CI 32.7-65)
and the specificity 66.7% (95% CI 41.2-85.6). The
consumption of caffeinated beverages (coffee, tea, or soft
drinks) from mothers who reported having drunk these
beverages (25/63) was 1.46 £ 0.52 drinks/day. No donor
reported having taken any prescription or over-the-counter
medication containing caffeine.

A total of 22 donors delivered human milk samples for at
least 2 months. In only one of these donors was there a rela-
tionship between collection time and caffeine levels in milk
(P = .030), the caffeine levels being greater as donation
time increased. A total of 60% (19/32) of all the samples ex-
pressed before completing the questionnaire contained
caffeine vs the 44% (162/368) expressed later on (P = .09).

Our main result was the good agreement between self-report
and milk analysis for illegal drug use. A single milk sample
with nicotine and cotinine was from a mother who stated
she was a nonsmoker (1.6% false-negative result on the ques-
tionnaire). The sensitivity and specificity of the questionnaire
to detect caffeine in donor milk was 46% and 77%, respec-
tively. The sensitivity and specificity of the questionnaire to
detect caffeine in mature milk was greater than for colostum
and intermediate milk. The absence of illegal drugs in milk
donors is likely attributable to the fact that the population
is highly sensitive to the benefits of breastfeeding.

p
Table. Self-reported caffeinated beverage use and
presence of caffeine in donor milk

Reported use of Donor milk test (gold standard)

ORIGINAL ARTICLES

The concentration of caffeine is similar to that found in
previous studies in which caffeine in breast milk from
caffeine-consuming mothers was between 32 and 4000 ng/
mL,”"* except for one with a level of 7564.26 ng/mL. These
caffeine levels, as for nicotine, may vary depending on the
time between drinking the last caffeinated beverage and the
time of the milk expression (data not collected in our ques-
tionnaire). The mean elimination half-life of caffeine in
breast milk usually occurs about 5-6 hours after having the
drink.">"7 It is possible that 16% (4/25) of the participants
who reported having drunk caffeinated beverages and who
tested negative in their donor milk samples, had coffee, tea,
or soft drinks at times distant from the collection of the milk.

By contrast, 63.2% (24/38) donors who reported nonuse
of caffeinated beverages during donation had caffeine in
their milk.

This finding could be attributable first to the provision of
false information by the donors (improbable because caffeine
is not considered a drug of abuse) or second because of a
faulty design in our questionnaire regarding the gathering
of information on possible sources of caffeine. The question-
naire asked for the number of coffees, teas, soft drinks, and
medications consumed per day. However, there are certain
foods and beverages containing caffeine that were not consid-
ered, such as energy drinks, chocolate found in candy, des-
serts, and beverages like chocolate milk, along with food
that uses chocolate or coffee as an ingredient, such as yogurt,
ice cream, and baked goods. To improve data collection on
caffeine consumption, a more complete record of the type
of drink or food should be specified. Second, the approxi-
mate volume or grams of each drink or food consumed
should be recorded. Third, the usual time of day (morning,
afternoon, evening, or night) when the donor consumes these
products should be reported and finally, the donor should
report the usual time of day when she expresses her milk
for the milk bank.

On the basis of the concentrations found in the milk,
including the highest, the potential exposure of an infant to
caffeine ingested through breast milk is not of concern. The
recommended loading dose for caffeine citrate for apnea of
prematurity is 20 mg/kg, followed by a 5-10 mg/kg/d mainte-
nance dosage.'® Moreover, unlike theophylline, caffeine is
associated with lower rates of toxicity."”

Since its opening, the Human Milk Bank of the Hospital 12
de Octubre, has rejected only 13 of its 568 donors. The main
reasons for the exclusion have been: receiving blood transfu-
sions, positive serology for hepatitis B or C, a metabolic
disease (3-methylcrotonylglycinuria), a strictly vegan diet,
and being an active smoker. No mothers have been rejected
as donors because of an addiction to illicit drugs.

This study has certain limitations. First, the short half-life
of some drugs in breast milk means that we could not guar-

caffeinated beverages Positive Negative* Total antee that a donor had not consumed certain toxic

Yes 2 4 25 substances before the time of milk expression for the bank.

No 24 14 38 Second, the donor knew that the study would check for illicit

L Total 45 18 63 J or harmful elements in her milk and was aware that the
“Below the detection limit of the method (3 ng/mL). testing would not be anonymous, although confidential.
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In conclusion, the results of the present study suggest
that the self-report questionnaire of a human milk bank is
reliable for ruling out possible use of illicit drugs and tobacco
by the donors. However, there is a poor agreement between
caffeine in the milk and the self-reported consumption of
caffeinated beverages. It is possible that these results would
improve if a differently designed questionnaire included in-
formation about the type and volume of beverage or food
containing caffeine, method of preparation, and time of
day of consumption. =
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