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RESUMEN

La expodcion ambientd profesiond a sustancias nocivas puede condi-
conar la gparicion de determinados cambios sgnificativos en la fisologia
norma del organismo cuando no setoman atiempo las medidas de segurided
adecuadas para un puesto de trabgio dado en d que d riesyo puede estar
presente. Entre los riesgos quimicos que enfrenta € persond trabgjador de
sdud se encuentran los agentes anestésicos inhdables. Con  objetivo de dar
los primeros pasos paralaimplantacion de un ssemade vigilanciaepidemio-
|6gica a este persond, se vaidd una técnica de determinacion de este anesté
S00 en orina con |as condiciones indrumentales creedas en nuestro laborato-
rio. Pararedlizar esa vaidacion se tuvieron en cuenta los Sguientes parame-
tros especificidad, linedlided, precisén, veracidad, limite de deteccion y
limite de cuantificacion, y se cadculd la incertidumbre dd méodo. En d
procedi miento de vaidacion se encontrd que latécnicaes especificay precisa,
d limite de deteccion fue de 0,118 pg/L y € de cuantificacion de 0,354 pglL,
la incertidumbre globd fue de 0,243 y la expandida de 0486. El método,
vaidado conjuntamente con la pogterior implantacion de los limites biologi-
cos de exposicion, sarvira como un medio auxiliar de diagndstico que nos
permitael control periédico delaexposicion en ete persond.

Palabras clave: exposicion ocupacional, halotano en orina, valida-
cién de ensayo

ABSTRACT

The occupational exposure to harmful substances may impose
the apparition of determined significative changes in the normal
physiology of the organism when the adequate security measures

are not taken in time in a working place where the risk may be
present. Among the chemica risks that may affect the workers
health are the inhalable anesthetic agents. With the objective to take
the first steps for the introduction of an epidemiological surveillance
system to this personnel, an analytical method for determining this
anesthetic in urine was validated with the instrumental conditions
created in our laboratory. To carry out this validation the following
parameters were taken into account: specificity, lineament, preci-
sion, accuracy, detection limit and quantification limit, and the
uncertainty of the method was calculated. In the validation proce-
dure it was found that the technique is specific and precise, the
detection limit was of 0,118 pg/L, and of the quantification limit of
0,354 pg/L. The global uncertainty was of 0,243, and the expanded
of 0,486. The validated method, together with the posterior intro-
duction of the biological exposure limits, will serve as an auxiliary
means of diagnosis which will alow us a periodical control of the
personnel exposure.

K ey wor ds: occupational exposure, halothane in urine, test valida-
tion
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la salud, los cuales se encuentran en un ambiente con
miltiples factores de riesgos bioldgicos, quimicos,
fisicos, ergondmicosy psicosociales ™.

Entre los riesgos quimicos que enfrenta el personal
trabajador de salud se encuentran los agentes anestési-
cos inhalables. Existen dos tipos de poblaciones ex-
puestas. los pacientes, para quienes la exposicion es
deliberada, y e persona que labora en los quiréfanos,
para quienes la exposicion es una consecuencia no
deseada de su ambiente de trabajo 2.

En la década de 1950-1960 se comenzé a utilizar
halotano como anestésico inhalable, el cual se absorbe
répidamente en forma de vapor a través de las mem-
branas de los alvéolos pulmonares. Debido a su ato
coeficiente de distribucion entre la sangre y la fase
gaseosa, se alcanzan concentraciones sanguineas de
halotano en periodos relativamente cortos que oscilan
entre 20 minutos y algunas horas, en dependencia, por
supuesto, de las concentraciones a que se haya estado
expuesto. Ya en la sangre, este compuesto se distribu-
yey se metaboliza con rapidez en e organismo >.

Después de una exposicion prolongada a los vapo-
res de halotano en los ambientes laborales, se atribu-
yen diferentes efectos adversos, entre los cuales se
encuentran alteraciones en la conductay en larespues-
ta a pruebas psicométricas; se han observado trastor-
nos de la percepcion, cognoscitivos y de habilidad
motora en voluntarios expuestos a trazas de gases
anestésicos. Se ha reportado en anestesiélogos una
frecuencia de suicidios muy elevada. La Sociedad
Americana de Anestesiologia ha calificado éste como
€l principal problema de salud de los anestesidlogos
menores de 55 afios *.

Los efectos de la exposicion crénica a estos agen-
tes han estado relacionados con eventos de infertilidad
y abortos espontédneos, e incluso en mujeres de hom-
bres expuestos, aumento de malformaciones congéni-
tas en hijos de madres expuestas, riesgos de cancer,
afectaciones generales en el sistema nervioso central,
disminucion del apetito y depresion respiratoria, y
puede asociarse también a eventos hepatotédxicos leves
(tempranos) o graves, a menudo fatales (tardios) “>°.
En nuestro pais se han realizado estudios tanto en el
ambiente ocupacional como de evaluacién neurocon-
ductuales y del estado de salud de estos trabajadores;
los resultados han arrojado valores de concentraciones
por encima de los establecidos; asi como alteraciones
de salud en el personal sometido al riesgo "%,

Todos estos hallazgos condicionan la necesidad de
realizar estudios méas profundos e integrales, teniendo
en cuenta la exposicion individual que se determina de
forma efectiva a través del monitoreo biolégico. Es
conocido que €l bioindicador idéneo para €llo es la
determinacion de acido trifluoracético en sangre, pero
no se cuenta con una técnica de determinacion de este
metabolito del halotano con las condiciones instru-
mentales dadas que permitan su desarrollo en nuestro
laboratorio. Teniendo en cuenta estos antecedentes,
nos propusimos validar un método analitico por cro-
matografia de gases para la determinacion de hal otano
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en orina. A pesar que no existen limites biolgicos de
exposicion para €l mismo, con los resultados obteni-
dos se dan en nuestro pais |os primeros pasos, para,
conjuntamente con otras investigaciones a nivel inter-
nacional, poder fijar estos valores, que constituiran un
medio auxiliar de diagnostico (til para delimitar hasta
qué nivel de exposicién puede permanecer € trabaja
dor bgjo las influencias de ese ambiente laboral sin
enfermar, y de esta forma aportar elementos objetivos
para el establecimiento de un programa de vigilancia
que se cree a efecto, que permitira prevenir y actuar
con més precision y efectividad en las acciones.

MATERIAL Y METODO

En nuestro trabgjo fue seleccionado como refe-
rencia para trazar las estrategias de validacion los
“Lineamientos armonizados para la validacion de mé-
todos de andlisis en un laboratorio (reporte técnico)”,
auspiciado por la Union Internacional de Quimica
Puray Aplicada (IUPAC), la Organizacién Internacio-
nal de Estandarizacion (1SO) y la Asociacion de Co-
munidades Analiticas (AOAC). En este reporte se
describen todos los requerimientos de los parametros
individuales por los cuales un método puede ser carac-
terizado, como son: selectividad, linealidad, precision,
exactitud, limite de deteccién y de cuanti-ficacion,
entre otros °.

Validacién del método de ensayo

La validacion de métodos es un componente esen-
cial de las medidas que un laboratorio debe implemen-
tar para producir datos analiticos fiables 2. Este em-
plea un conjunto de pruebas que comprueban todas las
hipétesis en las que se basa & método analitico y esta
blece y documenta las caracteristicas de rendimiento
de un método, demostrando asi si dicho método es
adecuado para un proposito andlitico particular. Las
caracteristicas de rendimiento de los métodos analiti-
cos son: la aplicabilidad, la selectivi-dad, la calibra-
cién, la veracidad, la exactitud, la recuperacion, €l
rango de funcionamiento, el limite de cuantificacion,
e limite de deteccion, la sensibilidad y la robustez.
Pueden afadirse la incertidumbre de la mediciéon y la
adecuacion al propésito 2.

Lavalidacion del método para determinar halotano
en orina se reaiz6 por cromatografia de gases con
detector de captura electrénica de Nigs € introduccion
de la muestra por espacio de cabeza estético (static
head space). Para laidentificacion y cuantificacion del
halotano en las muestras, éstas se colocaron en incu-
bacién y agitacion durante 20 min a 50°C en un equi-
po de head space marca DANI HSS 86.50, y se inyec-
té automaticamente 1mL del espacio de cabeza con
una relacion de split 1:14 en un cromatégrafo Dani
GC 1000, a una temperatura de 150°C, utilizando una
columna capilar de 10 m de longitud y 0,32 mm de
didmetro interno, recubierta con Poraplot Q. Los picos
cromatograficos fueron captados mediante un software
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DDSL.7. Lafase movil empleada fue nitrégeno de alta
pureza a una velocidad de flujo de 1,6 mL/min, equi-
valente a una presion de 0,22 Bar en el modo de flujo
constante. Se establecié una temperatura de 325°C
para €l detector de captura electronica y una sensibili-
dad de 0,8 mA.

La temperatura de programacion del horno para
obtener una resolucion adecuada del halotano fue la
siguiente: temperatura inicial 70 °C (1min); gradiente
de temperatura 40°C/min; temperatura intermedia
130°C; gradiente de temperatura 5'C/min; temperatura
final 180°C (2 min).

Para llevar a cabo la validacion del método, se tu-
vieron en cuenta los siguientes parametros. especi-
ficidad, linealidad, precision, veracidad, limite de
deteccion y limite de cuantificacion, y se calculd la
incertidumbre del método.

Tratamiento estadistico de la validacion

Los resultados se sometieron a tratamientos esta-
disticos descriptivos. Se calcularon las medias, los
coeficientes de variacién (CV) y las desviaciones
estandares (S) para todo el procesamiento. Se realizd
una prueba de correlacion de Pearson y se calculd €l
coeficiente de determinacion en la curva de calibra
cion.

Se realizé también un andlisis de varianza de clasi-
ficacion simple con un nivel de significacion del 5%,
para determinar s existian diferencias significativas
entre los valores de recobrado obtenidos para los tres
niveles de concentracion empleados en los estudios de
veracidad. Se utiliz6 como prueba a posteriori la de
Scheffé.

Figural
Cromatograma de una muestra blanco deorina

200

cion de la exposicién ocupacional
RESULTADOS Y DISCUSION
Validacién del procedimiento de analisis
¢ Especificidad

El detector de captura de electrones es un detec-
tor de ionizacién altamente sensible y es muy (til en
la determinacion de trazas de compuestos con afini-
dad electrénica, como es nuestro caso ™.

En lafigura 1 se observa el cromatograma de la
muestra de orina blanco, y la figura 2 € cromato-
grama de la muestra de orina de trabgjadores ex-
puestos a halotano e isoflurano, gases anestésicos
utilizados en los salones de operaciones, donde se
puede ver que los picos de ambos se resuelven ade-
cuadamente con tiempos de retencion de 8,03 y 7,01
min, respectivamente. En la muestra blanco no se
observa interferencia alguna. El programa de tempe-
ratura utilizado es capaz de separar 10s anestésicos
gue puedan estar presentes en la orina del personal
expuesto.

Linealidad y rango detrabajo

En la figura 3 aparece e gréfico de calibracion
y la ecuacién de regresion (por minimos cuadrados)
con pendiente de 32,56 e intercepto de 15,78, que
relaciona las éreas promedio de cada pico calculado
através del software DDS 1000 — Dani Data Station
(Estacion de datos Dani) y la concentracion de halo-
tano en el rango de 0,41 a 20,57 pg/L, con un coefi-
ciente de determinacién de 0,995 y de correlacion de
0,997.
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Figura2

Cromatograma de muestra de orina contaminada de un trabajador expuesto a halotano e isoflurano
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El estudio de la linedidad demostré que € valor

méximo dentro del rango lined esde 20,57 pug/L de hao-
tano en orina; concentraciones mayores tienden a producir
una pérdida de la linedidad, lo cud es indicativo que en
eserango € detector no presentaunarespuestalined.

En un estudio redlizado por Accors y col. se obtiene
un rango de trabgjo lineal més amplio (de 0,2 a80 pg/L),
utilizando cromatografia gassosa con detector de masa ™.

e Precision
¢ Repetibilidad
En el andlisis de la muestra de orina se obtuvo

una concentracion media de 11,97 ug/L, siendo la
repetibilidad de 1,35 pg/L con un coeficiente de
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variacion de 5,92%. En € trabgjo realizado por
Imbriani utilizando head space y detector de masa,
se obtuvo un coeficiente de variacion de 3,2% para
10 determinaciones, con un vaor medio de 20
Mg/L. En otro estudio gecutado por Accorsi atres
niveles de concentracién, se abtuvieron coeficien-
tes de variacion que oscilaron entre 3,5y 6,8 %.
Buratti y col. reportaron coeficientes de variacion
menores que 7% 2314,

El coeficiente de variacion en condiciones 0p-
timas debe estar dentro del rango permisible para
el método utilizado, por lo que los resultados obte-
nidos se encuentran entre los parametros informa-
dos por la literatura consultada y dentro de los li-
mites especificados por los lineamientos armoni-
zados para la validacién de métodos de andlisis en
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un laboratorio (reporte técnico), auspiciado por la

IUPAC, ISOy AOAC”®.
e Precision intermedia

Se observé una tendencia a la disminucién pe-

guefia de la concentracion de halotano en una

muestra almacenada en €l transcurso de los dias,
méximo de una semana, con una concentracion
media de 13 pg/L, precisién intermedia de 2,2
Mg/L y un coeficiente de variacion de 8,36 %. Esto
nos indica que la muestra de orina puede amace-
narse hasta una semana, como tiempo Méximo sin
dterarse.

Los coeficientes de variacién son mayores
cuando se trabaja a concentraciones pequefias, de-

Tabla1l

cion de la exposicién ocupacional

bido a que la posibilidad de cometer errores es
mayor; tal es el caso del estudio realizado por Ac-
corsi y col. en Italia, donde obtuvieron un coefi-
ciente de variacién de 11,9 % a una concentracion
de 0,75 pg/L, y a 74,8 pg/L se obtuvo un 9,1 % *2.

e Veracidad

En la tabla 1 se expresan los recobrados de las
muestras del blanco de orina, contaminadas con
halotano en el rango de 1,64 a 10,28 pg/L. Los valo-
res de recuperacion media se encontraron entre 97 y
102,2% con un coeficiente de variacion méximo de
4,12%. Imbriani y col. informaron resultados simila-
res alos obtenidos en este trabajo (97-103%) *2.

Recobrados obtenidos a tres niveles de concentraciones difer entes

Concentracion  Concentracion media DS cv Recobrado
tedrica (ug/L) experimental (ug/L) (%)
1,64 1,60 0,07 412 97,00
411 4,04 0,17 411 98,35
10,28 10,51 0,18 1,67 102,20

Al comparar estadisticamente los recobrados mediante
andisis de varianza 'y una prueba a posteriori de Scheffé,
las medias de los recobrados no presentaron diferencias
sgnificativas para p<0,05, por lo que se puede expresar €
recobrado como un promedio, estableciéndose un vaor de
99,18%, con una desviacion estdndar de 0,14 y un coefi-
ciente de variacion de 3,3%.

e Limite de deteccion y de cuantificacion

El limite de deteccion hallado fue de 0,118 pg/L
y €l de cuantificacion de 0,354 pg/L. Estos resulta-
dos fueron satisfactorios para los niveles de concen-
tracion tan bajos en que se encuentran algunas de las
muestras. En otros estudios se han informado limites
de deteccion més baj os de 0,05y 0,1ug/L, utilizando
un detector de masa *?

e Calculodelaincertidumbre del método

La incertidumbre global del método se determi-
na mediante la identificacion de las fuentes de incer-
tidumbre del método debido a la imprecisién, verifi-
cacion de latrazabilidad y a la heterogeneidad de la
muestra, utilizando la expresion siguiente *>*°:

U K \/Upiec + Utfaz + Uﬁomog
e Incertidumbre debida a la precisién intermedia

La incertidumbre debida a la precision corres-

ponde ala precision intermedia del método analitico.
La precision intermedia del método se pudo obtener
a partir del andlisis de una muestra de orina natural
contaminaday analizada durante una semana.

La desviacién estandar (S) de todos los resulta-
dos obtenidos a analizar la muestra de orina natural
contaminada, alcanzé un valor de 2,2, y como N es
e nimero de veces que se analiza la muestra en
condiciones intermedias (normalmente, N=1), po-
demos afirmar que la incertidumbre debida a la pre-
cision intermedia fue de 2,2.

e |ncertidumbredebido al error

El error del procedimiento analitico se investigo
durante €l estudio de validacion interna del método
en e laboratorio utilizando muestras de orina con-
taminadas atres nivelesy por triplicado.

La desviacién estandar (S) media de los tres ni-
veles de recobrado fue de 0,14, que dividido entre la
raiz cuadrada del nimero total de resultados (n) ob-
tuvimos una incertidumbre debida a error igua a
0,047.

Como €l recobrado medio paralos tres niveles de
contaminacion fue de 99,18%, aplicando la prueba ¢
para € recobrado tenemos que para 8 grados de li-
bertad y 95 % de confianza, 1a t pyada €S igua a
1,86. En este caso la tey <ty (0,174 < 1,86), por lo
gue €l recobrado no difiere significativamente de la
unidad.

La incertidumbre del error, de acuerdo alos cél-
culostomael valor de 0,178.
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e Otrasfuentesdeincertidumbre

La pureza del material de referencia informada
por e productor fue de (99,9 + 0,1)%. Asumiendo
una distribucion rectangular, la pureza tiene una in-

Tabla 2
Estimado global delaincertidumbre

certidumbre de 0,000578.
En la tabla 2 aparece un resumen de todas las in-
certidumbres cal culadas para el método analitico vali-
dado.

Concen- Incertidumbre

Incertidumbre normal

DLl tracion normal relativa [U(xX)/X] EUEIEITES
Muestra de paciente, separada
Precision 13 pg/mL 2,2 pg/mL 0,169 en frascos individuales y anali-
zada en un periodo de 8 dias
Error 0,9918 0,178 0,179 Muestras contaminadas parare-
cobrados
Pureza estandar 1 0,00058 0,00058

e Calculo delaincertidumbre combinada global

La incertidumbre combinada global se calcula te-
niendo en cuenta las incertidumbres relativas:

e Incertidumbre expandida
Upp =k Upy=2.0,247 = 0,494

La incertidumbre globa del método validado tuvo un
valor de 0,247 y la expandida de 0,494.

Como conclusion global del estudio de validacion
practicado, € método analitico propuesto puede ser
utilizado con suficiente confianza para determinar las
concentraciones de halotano en orina a persona ex-
puesto.
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