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Recertificacion profesional de los especialistas en Analisis
Clinicos y Bioquimica Clinica en Espana: pasado, presente

y ¢futuro...?

En este numero de la Revista de Medicina de Labo-
ratorio se publica la propuesta de modelo de recertifi-
caciéon espanola de las sociedades cientifico-médicas
de Espana-FACME (1). El documento, desarrollado por
el consejo asesor FACME de recertificaciéon, recoge
los modelos de desarrollo profesional continuo (DPC)
y de recertificacion, confeccionados previamente por
varias sociedades cientificas (SSCC), entre las que se
encuentra la Asociacion Espanola de Biopatologia Mé-
dica-Medicina de Laboratorio (AEBM-ML) (2), tomando
también como referencias de cara a una posible con-
validacion el modelo europeo y el canadiense. En él se
han consensuado unos requisitos que deben cumplir
los modelos especificos de las distintas especialidades
en ciencias de la salud para que el proceso sea lo més
homogéneo posible para las diferentes especialidades.

EVOLUCION DEL PROCESO DE
RECERTIFICACION PROFESIONAL EN ESPANA

La recertificacion profesional, entendida como el
proceso mediante el cual se certifica la renovacion de
las competencias especificas de los profesionales que
garantice su capacidad para realizar las actividades de
su ejercicio profesional, no es un concepto reciente.
De hecho, en Espana existe desde hace tiempo el mar-
co normativo que avala su implantacion. Tanto la Ley
44/2003, de 21 de noviembre, de ordenacion de las pro-
fesiones sanitarias (LOPS) como la Ley 16/2003, de 28
de mayo, de cohesion y calidad del Sistema Nacional

ISSN (electrénico): 2660-7638 - ISSN (papel): 2660-7484
Rev Med Lab 2022;3(2):43-45

de Salud recogen la necesidad de que los profesiona-
les sanitarios realicen a lo largo de su vida profesional
una formacion continuada y acrediten regularmente su
competencia profesional (3,4). Sin embargo, a pesar de
algunas propuestas en los ultimos 20 anos, los avances
para su puesta en marcha han sido lentos, probable-
mente debido a la heterogeneidad de las especialida-
des, a la falta de coordinacion entre ellas y con el resto
de actores necesariamente implicados y, seguramen-
te también, a las reticencias de algunos profesionales
ante las consecuencias que pudieran derivarse de no
superar el proceso.

Con la publicacién de la Directiva Europea 2013/55,
relativa al reconocimiento de cualificaciones profesio-
nales, que anima a los Estados miembros a impulsar el
DPC de los profesionales sanitarios, se le da un nuevo
impulso a este proceso. Como paso previo a la puesta
en marcha de un proceso de valoracion del DPC a nivel
nacional, la Comision de Recursos Humanos del Siste-
ma Nacional de Salud aprobé en 2013 un borrador que
establecia que la “reacreditacion” (recertificacion) de-
beria ser voluntaria, realizarse cada seis ahos y evaluar
no solo la actividad profesional en los ambitos asisten-
cial, formativo, docente e investigador, sino también la
ética y el profesionalismo. Este documento implicaba
tanto a organizaciones colegiales como a SSCC vy, en
ultima instancia, a la Administracion sanitaria, como
organismo encargado de emitir la recertificacion de los
profesionales sanitarios (5).

Con vistas a la entrada en vigor de esta normativa
europea por RD 581/2017, de 9 de junio, modificado
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recientemente por el RD 1129/2021, de 21 de diciembre
(6), y con la publicacion del RD 589/2022, de 19 de julio,
sobre Formacion Sanitaria Especializada (FSE) (7), que
en sus disposiciones finales segunda y cuarta recuerda
la necesidad de acreditacién peridodica de competen-
cia profesional y su indicacidn en el Registro Estatal de
profesionales sanitarios, han ido surgiendo en Espa-
na por parte de las organizaciones colegiales diversas
propuestas para llevar a cabo la recertificacion. La pro-
puesta que se recoge de FACME (1) agrupa en un do-
cumento comun las de la Organizacion Médica Colegial
(OMC), la de la Sociedad Espanola de Educacion Mé-
dica (SEDEM) y las de diversas sociedades cientificas.

IMPLICACION DE LA ASOCIACION ESPANOLA
DE BIOPATOLOGIA MEDICA-MEDICINA DE
LABORATORIO (AEBM-ML)Y DE LA ASOCIACION
ESPANOLA DEL LABORATORIO CLIiNICO (AEFA)
EN LA RECERTIFICACION PROFESIONAL

DE LOS ESPECIALISTAS EN ANALISIS CLINICOS
Y BIOQUIMICA CLINICA

Desde la AEBM-ML, con representacion en FACME,
se entendio la necesidad de abordar esta tarea para
las especialidades de Andlisis Clinicos y Bioquimica
Clinica, que presentan la peculiaridad de ser especia-
lidades multidisciplinares, incluyendo entre sus profe-
sionales no solo a médicos, sino también a bidlogos,
farmacéuticos y quimicos. Asi, en 2015 se constituyd
el Comité de Recertificacion de la AEBM-ML, que ini-
cid6 su andadura recopilando informacion sobre los
modelos de recertificacion existentes en otros paises
para los especialistas en medicina de laboratorio, asi
como de las herramientas que permitieran evaluar sus
competencias para posteriormente, y siguiendo la pro-
puesta basica de la Comision de Recursos Humanos
del SNS, definir un modelo especifico de recertificacion
profesional. Este trabajo se plasmo en la publicacién
de dos articulos referentes al proceso de recertificacion
y a las herramientas de evaluacién de las competencias
profesionales (8,9). A continuacién, se procedio a la de-
finicién de las competencias de estas especialidades,
lo que constituyé una tarea intensa y exhaustiva que
implicé la necesidad de contar con el apoyo de dife-
rentes profesionales que desarrollaran cada uno de los
dominios competenciales. Se incorporaron también
al grupo de trabajo representantes de AEFA, fruto de
la colaboraciéon entre ambas sociedades. Finalmente,
este proyecto cristalizd en una propuesta de modelo
de recertificacion adaptada al amplio espectro de pro-
fesionales que trabajan en muy diversos campos y en-
tornos laborales y valida tanto para los especialistas de
Andlisis Clinicos como de bioquimica clinica (2). Esto

[Rev Med Lab 2022:3(2):43-45)

permite que la previsible proxima fusién de ambas es-
pecialidades no afecte al modelo propuesto.

Paralelamente a este proceso, la AEBM-ML firmé en
2016 un convenio de colaboracion con la OMC para
validar la capacitacion profesional de los especialistas
de laboratorio de la licenciatura o del grado en Medi-
cina, que AEFA firmo también en 2019. Asimismo, se
han mantenido contactos con los Consejos Genera-
les de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, Quimicos
y Bidlogos para garantizar que los parametros y los
criterios de evaluacion, en cuanto a competencias téc-
nicas, sean homogéneos para todos los especialistas,
independientemente de la licenciatura o del grado de
entrada en la FSE.

Una vez obtenido el modelo tedrico de recertifi-
cacion, elaborado conjuntamente entre AEBM-ML y
AEFA, el siguiente paso dentro del convenio de colabo-
racion entre AEBM-ML y la OMC fue hacer un desarro-
llo real informatizado con el soporte metodoldgico de
la Fundacion Educacion Médica para que los especia-
listas tuvieran una plataforma en la que llevar a cabo el
proceso de recertificacion. Esta plataforma esta actual-
mente en fase de validacion.

Ademas, la AEBM-ML ha tenido representacion en
el grupo de trabajo de expertos del consejo asesor de
FACME, que ha dado lugar al documento consensuado
entre todas las sociedades cientifico-médicas integra-
das en FACME, que han aunado esfuerzos para obtener
el modelo comun.

El 8 de abril de 2022 los presidentes de las tres socie-
dades cientificas nacionales de medicina de laborato-
rio-laboratorio clinico, AEBM-ML, AEFA y la Sociedad
Espanola de Medicina de Laboratorio (SEQCML), fir-
maron un acuerdo de colaboracién en el que se com-
prometian a trabajar conjuntamente en el modelo y a
presentar un proyecto Unico y consensuado partien-
do del documento publicado por el Comité de Recer-
tificacion AEBM-ML y por el Grupo de Trabajo AEFA/
AEBM-ML. Para ello se constituyé un Comité de Recer-
tificacion formado, inicialmente, por dos miembros de
cada sociedad.

SITUACION ACTUAL DE LA RECERTIFICACION
DE LOS ESPECIALISTAS EN ANALISIS CLINICOS
Y BIOQUIMICA CLIiNICA

De acuerdo con el modelo propuesto, la recertifica-
cion profesional comprende dos procesos: la valida-
cion periddica de la colegiacion (VPC) y la evaluacion
de las competencias de los especialistas, que se realiza
a través de la evaluacion del DP y de la formacién con-
tinuada. Desde la AEBM-ML y la AEFA defendemos el
papel fundamental que desempenan las SSCC en to-
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dos los aspectos relacionados con la evaluacién y el
reconocimiento de la competencia de los profesiona-
les, al ser las organizaciones profesionales que cubren
y garantizan la evaluacién por pares, el conocimiento
experto y su actualizacion periddica.

La publicacion del modelo comun de recertificacion
de los profesionales en ciencias de la salud, en la que
se han consensuado los requisitos que han de cumplir
los modelos especificos, sienta las bases para que el
modelo de recertificacidon de las diferentes especialida-
des sea lo mas homogéneo posible. Queda por ver, en
ultima instancia, si la Administracién sanitaria, como
organismo encargado de emitir la recertificacion de los
profesionales sanitarios, incorpora el modelo propues-
to o si realizan modificaciones.

Conflictos de intereses: los autores declaran no tener conflictos de intereses.

Raquel Ferreir6s Martinez?,

Maria Pacheco Delgado?, Antonio Rider Pérez®
"Presidenta del Comité de Recertificacion de AEBM-MIL,
Presidenta de AEBM-ML, Presidente de AEFA
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RESUMEN

Introduccion: las gotas de sangre en papel de filtro (GSPF) son muestras
valiosas para el laboratorio de cribado neonatal. Los valores de corte
para las determinaciones del cribado neonatal estdn basados en un valor
de hematocrito promedio (55 %). Los recién nacidos que superan el va-
lor de corte de las determinaciones se citan de nuevo para una toma de
muestra confirmatoria.

Objetivo: desarrollar una técnica de laboratorio que permita conocer el
valor del hematocrito en la GSPF del cribado neonatal. Estudiar el impac-
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El hematocrito: juna variable incontrolable en el cribado neonatal?
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Resultados: 183 muestras (sin correccion) superaron el valor limite pro-
puesto por cada laboratorio: 49 para TSH, 44 para IRT y 90 para 17-OHP.
Utilizando la estimacion del hematocrito, 18 recién nacidos (36,7 %) su-
peraron el valor de corte de laTSH, 25 (56,7 %) en la medicién de IRT y
39 (43,3 %) con 17-OHP. Si se hubiera utilizado la correccion del paquete
globular en las GSPF, solo hubieran tenido que ser citados de nuevo el
44,8 % de los 183 recién nacidos.

Conclusion: la estimacion del hematocrito permitiria la correccion del vo-
lumen en la muestra GSPF, que es muy sencilla de calcular. Sugerimos
el uso de la estimacién del hematocrito para muestras que excedan el
valor de corte. Al bajar el porcentaje de solicitudes de nuevas muestras
evitariamos la angustia que causa a la familia.

ABSTRACT

Introduction: dried blood spots (dbs) are valuable samples for the new-
born screening laboratory. Cut-off values for neonatal screening determi-
nations are based on an average hematocrit value (55 %). New-borns that
exceed the cut-off value of the determinations are cited again for a con-
firmatory sample collection.

Objective: to develop a laboratory technique that allows knowing the val-
ue of the hematocrit in the dbs samples of neonatal screening and to study
the impact of the hematocrit variable on the results of neonatal screening.

Material and methods: 1124 samples from two neonatal screening labora-
tories were analysed. The hematocrit in the DBS samples was estimated
using the sodium lauryl sulphate reagent (1.7 g/L). Thyrotropin (TSH), im-
munoreactive trypsin (IRT), and 17-hydroxyprogesterone (17-OHP) were
determined. The results were evaluated with and without hematocrit cor-
rection considering the estimated value.

Results: 183 samples (without correction) exceeded the cut off value pro-
posed by each laboratory: 49 for TSH, 44 for IRT, and 90 for 17-OHP. Using
the hematocrit estimation, 18 (36.7 %) new-borns exceeded the TSH cut-
off value, 25 (56.7 %) in the IRT measurement and 39 (43.3 %) in 17-OHP
determination. If the correction of the packed red cell had been used in
the DBS samples, only 44.8 % of the 183 new-borns would have had to be
cited again.

Conclusion: the estimation of the hematocrit would allow the correction of
the volume in the DBS samples. We suggest the use of hematocrit estima-
tion for samples that exceed the cut-off value. By lowering the percentage
of requests for new samples we would avoid the anguish that it causes in
the family.

INTRODUCCION

El cribado neonatal (CN) permite el diagndstico de
enfermedades que en su evolucion natural comprome-

El estudio neonatal de enfermedades congénitas co-
menzd en los anos sesenta del siglo xx, cuando el mi-
crobiélogo Robert Guthrie y el bioquimico Louis Woolf
desarrollaron un andlisis sencillo y sensible para la
deteccion de fenilcetonuria. En 1968, Wilson y Jungner
publicaron los criterios para evaluar los programas de
cribado. Establecieron que estos deben componerse
de “un proceso continuo y no una prueba puntual” (1).

terian la vida o el desarrollo intelectual de los bebés
afectados, con un alto coste social y psicologico para
los sujetos, las familias y la sociedad. Estas enfermeda-
des constituyen una carga econdmica muy importante
por la dependencia y el consumo de recursos sociales
y sanitarios (2,3). La incidencia de cada uno de los tras-
tornos es baja, pero su impacto es global para la salud
publica. Los programas de CN son preventivo-asisten-
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ciales y esenciales para los sistemas sanitarios. Las
estrategias con las que se ejecutan varian por paises
(4). Una deteccion adecuada con una intervencién en el
momento oportuno reduce la morbilidad, la mortalidad
y las discapacidades asociadas a dichas enfermedades.
Esta intervencién tiene un bajo coste y disminuye enor-
memente la carga econdmica que supondria no tener
un programa de CN tanto para las familias como para
los sistemas sanitarios (2).

Los tiempos de deteccidn son claves para efectuar
el diagnéstico confirmatorio e instaurar el tratamiento
de los casos detectados lo mas rapidamente posible,
antes de que se manifiesten los sintomas de la enfer-
medad o se produzcan dafos irreparables (2-4).

En Argentina, la ley nacional 26279/2007 establece la
deteccién y el posterior tratamiento de fenilcetonuria,
hipotiroidismo congénito, fibrosis quistica, galactose-
mia, hiperplasia suprarrenal congénita, deficiencia de
biotinidasa, retinopatia del prematuro, chagas vy sifilis.
Su realizacidon y su seguimiento son obligatorios en to-
dos los establecimientos publicos de gestidn estatal o
de la Seguridad Social y privados de la Republica en
los que se atiendan partos o a recién nacidos (5,6).

La muestra utilizada para la realizacion del CN posee
muchas ventajas: volumen minimo, estabilidad favo-
rable de muchos analitos, costes reducidos asociados
con el envio y con el almacenamiento y es menos inva-
siva que la recoleccion de muestras venosas (7,8).

La concentracion de gldbulos rojos por unidad de vo-
lumen de sangre influye en el analisis de las gotas de
sangre en papel de filtro (GSPF) (79). Una de las princi-
pales fuentes de error podria ser el volumen plasmatico
con respecto al paquete globular. Dicha variable podria
estimarse con la realizacién del hematocrito (a través
de la medicién de hemoglobina [Hb]). Cuando se aplica
sangre al papel de filtro difundird a diferentes veloci-
dades, en funcion de la toma de la muestra, variables
del recién nacido y del papel del filtro, lo que afecta al
tamano de la mancha de sangre. Al utilizar un tamano
de punzon fijo para el andlisis de la muestra el paquete
globular podria influir en los resultados de las distintas
determinaciones del cribado neonatal. El parametro del
hematocrito se comporta como una variable al momen-
to de analizar los resultados (10). El rango normal del
hematocrito para los recién nacidos sanos esta entre el
42 % vy el 64 %. Un valor anormal puede ser caracteris-
tico de policitemia o anemias, lo que causa un hema-
tocrito extremadamente alto o bajo, respectivamente
(11,12). En ocasiones la correccién del volumen podria
significar la diferencia entre un resultado positivo y uno
negativo (711). Dado que los puntos de corte se estable-
cen independientemente del valor del hematocrito, al
desconocer los valores de dicha variable aumentan las
posibilidades de identificar erroneamente resultados
patologicos. Existe la posibilidad de mejorar el valor
predictivo positivo de esta prueba (11).

Los objetivos de nuestro trabajo fueron desarrollar
una técnica de laboratorio que nos permita conocer
el valor del hematocrito en la GSPF del CN, estudiar

[Rev Med Lab 2022:3(2):46-54]

la influencia de la variable del hematocrito en los resul-
tados de la tirotropina (TSH), de la tripsina inmunorre-
activa (IRT) y de la 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) y
analizar el impacto en los resultados.

MATERIALY METODOS
Diseno del estudio y muestras empleadas

Estudio retrospectivo de corte transversal. Las mues-
tras se utilizaron una vez terminado el CN obligatorio,
entre el 3 de mayo de 2018 y el 29 de enero de 2019. Se
analizaron 1124 muestras de 2 laboratorios de CN de
recién nacidos pretérmino y a término, con una edad
gestacional comprendida entre la semana 24 y la 41,
con o sin hospitalizacion. La toma de muestra para los
recién nacidos a término se realizo entre el segundo
y el quinto dia de vida con al menos 24 horas de ali-
mentacién proteica (leche materna o leche de formula)
antes de que la madre y de que el neonato recibieran
el alta. En el caso de los nifos prematuros se repiti6 la
extraccion a los 15 dias o cuando se alcanzaron las 37
semanas. Las muestras se tomaron en el hospital o en
la maternidad y, una vez secas, se almacenaron a 4 °C
hasta el momento de realizar el test. Se excluyeron las
muestras con gotas de sangre de un diametro inferior
a 10 mm, con mala calidad en la toma de la muestra o
con los datos de la tarjeta incompletos.

La identificacion de la muestra debia incluir todos
los datos completos del formulario que acompana a
la tarjeta. Los datos provenientes del neonato fueron
necesarios para la interpretacion correcta de los resul-
tados, mientras que los de la madre y los del médico
responsable permitieron una agil comunicacion de los
resultados (2).

En caso de muestra inadecuada, de resultados du-
dosos o por encima de los puntos de corte estableci-
dos, se repitié el analisis y se solicitd la toma de una
nueva muestra, que tuvo caracter urgente en todos
los casos (2).

Por otra parte, a 114 ninos se les realizé el hemogra-
ma completo, pedido por solicitud médica, el mismo
dia que la extraccién de las GSPFE Los valores de los
hematocritos provenientes de los hemogramas se utili-
zaron para realizar un analisis de regresion lineal para
validar el método de determinacion/estimacién del he-
matocrito en GSPE

Se incluyeron en el estudio 10 muestras de GSPF pro-
venientes de pacientes adultos (hematocrito, de 29,2 %
a 42,0 %) que se estudiaron durante 5 dias consecuti-
vos para evaluar su repetitividad.

Estimacion del hematocrito
Se utiliz6 una metodologia simple, disponible en

cualquier laboratorio de CN. El procedimiento desarro-
llado se basé en medir la Hb a partir de una muestra
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de GSPF y la posterior estimacion del porcentaje de
hematocrito.

Se realiz6 una curva estandar de 6 puntos con con-
centraciones conocidas de Hb utilizando muestras de
pacientes tratadas con el mismo procedimiento que las
pruebas de interés. Se midio la Hb por triplicado en los
calibradores utilizando un autoanalizador Sysmex XE-
2100 (Kobe, Japdn). Los calibradores se impregnaron
en tarjetas Whatman S&S#903 (13) con sangre entera
venosa extraida en tubos con EDTA-K3 (tubo Beckton
Dickinson vacutainer de plastico, tapa lila, con 5,4 mg
EDTA K3 sin separador, Oxford, Reino Unido) y luego
se dejaron secar a temperatura ambiente. La curva se
utilizd en cada serie para estimar el valor del hemato-
crito de muestras y de controles. El valor de Hb y del
hematocrito del analizador se consideraron como valor
verdadero y utilizado como referencia para la realizacién
de la curva y de los controles. La curva consistio en un
blanco (cartdn sin sangre) y los siguientes puntos de Hb:
4,3 g/dL, 10,1 g/dL, 15,4 g/dL, 21,4 g/dL y 26,9 g/dL (he-
matocrito: 12,8 %, 29,7 %, 45,4 %, 64,2 % y 80,7 %, res-
pectivamente). Se realizd el mismo proceso con tres
niveles de control (bajo, medio y alto) cuyos hemato-
critos fueron 174 %, 40,7 % y 60,7 %, respectivamente
(Hb: 5,7 g/dL, 13,5 g/dL y 20 g/dL), también provenien-
tes de muestras de pacientes.

En una placa de reaccién (fondo en V), de 96 pocillos
se coloco un punch (disco) de 3,2 mm de cada una de
las muestras, estandares y controles. Los estandares
y los controles se incorporaron por duplicado. Lue-
go se adiciond a cada pocillo 200 uyL de lauril sulfato

de sodio (SLS) 1,7 g/L y se incubo a temperatura am-
biente durante una hora. Se transfirié el sobrenadante
a una placa de lectura, que se incubo durante 10 minu-
tos, lo que evité que quedaran burbujas que pudieran
afectar a la lectura. Utilizando un lector de placa Biotek
EIx800 (Vermont, Estados Unidos) a una longitud de
onda de 550 nm se midié la absorbancia. Interpolan-
do con la curva se obtuvo la concentracion de Hb pre-
sente. Este método colorimétrico (espectrofotometria),
descrito por Richardson y cols. (12), forma un complejo
SLS-Hb que tiene un rango de absorbancia 6ptica de
500-560 nm. La absorbancia fue lineal en el rango
de concentracion esperado en las muestras de los pa-
cientes, obedeciendo a la ley de Beer-Lambert (11,12). Las
lecturas fueron estables en la placa a temperatura am-
biente y protegida de la luz al menos durante 12 horas.

A partir de los datos de hemoglobina calculados se
obtuvo la concentracién de hematocrito utilizando un
factor calculado de 3,0 (relacién hematocrito/Hb de la
medicion de los hemogramas utilizados para realizar
nuestra curva), lo que permitié conocer el valor del pa-
quete globular de cada GSPF. La relacién del factor de-
pendera del analizador utilizado y debe calcularse con
la realizacién de una curva nueva (Fig. 1).

Determinacion de la tirotroponina, de la tripsina
inmunorreactiva y de la 17-hidroxiprogesterona

Las determinaciones del CN se realizaron utilizan-
do las metodologias correspondientes a cada labo-

Estandares, controles, muestras
punch 3.2 mm

r FACTOR

Biotek ELx800
(espectrofotometria)

K ey s Mg

Cubrir con Film
de sellado

INCUBAR 1 HORA

- TEMPERATURA
AMBIENTE -

rasvasar 150 u
placa de lectura

Figura 1 - Esquema de la técnica de estimacion del hematocrito.
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ratorio. En el primer laboratorio, para la medicion de
TSH la extraccion se realizd con Diluent Universal Ro-
che (Mannheim, Alemania) y la posterior medicion de
electroquimioluminiscencia, en un COBAS 6000 Roche
(Rotkreuz, Suiza). La IRT se realizd6 con reactivos MP
Biomedicals (California, Estados Unidos) y la lectura,
en espectrofotometro Biotek EIx800 (Vermont, Estados
Unidos). La determinacién de 17-OHP se realizé por ra-
dioinmunoensayo en tubo recubierto (MP Biomedicals)
con un lector Wallac AN-LKB Dream Gamma-10 (Mount
Waverley, Australia). En el segundo laboratorio de CN,
se utilizé para 17-OHP el equipo DELFIA Neonatal 17 al-
fa-OH-Progesterone, de Perkin Elmer (Turku, Finlandia);
para IRT, el equipo DELFIA Neonatal IRT (Perkin Elmer)
y para TSH, el DELFIA Neonatal hTSH (Perkin Elmer),
utilizando para todos un lector Victor 2D 1420 Multila-
ber Counter (Perkin Elmer).

Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizd mediante el pro-
grama estadistico IBM SPSS v22 (Nueva York, Estados
Unidos). Las funciones estadisticas utilizadas fueron el
test de Kolmogorov-Smirnov, la regresién lineal con
correlacion de Pearson, la correlacion de Spearman,
la regresion de Deming y el analisis de Bland-Altman.
En el estudio de repetitividad se aplicd el coeficiente
de variacion (CV) y la desviacion estandar (DE). Los
resultados fueron evaluados con y sin correccién de
hematocrito. Se utilizaron pruebas de muestras inde-
pendientes. La prueba t se realizé para la igualdad de
medias y de significancia bilateral. Ademas, se analiza-
ron las relaciones entre el valor obtenido y el valor de
corte de cada determinacion.

RESULTADOS
Caracteristicas generales de los neonatos

Del total de recién nacidos (1124), el 79,5 % (893) fue
a término, entre las semanas de gestacion 37-41, y el
20,5 % fue pretérmino, ya fuese prematuro (semanas
36-28) o inmaduro (< 27 semanas).

La media del peso al nacer fue de 3083 g, con un
minimo de 620 g y un maximo de 4830 g. La preva-
lencia establecio que el 81,5 % eran de peso adecuado
(> 2500 g); el 17,3 %, de bajo peso (< 2500-1000 g) y el
1,2 %, de peso extremadamente bajo (< 1000 g).

La relacion entre ambas variables (peso al nacer y
semanas de gestacion) reflejé que 866 neonatos (77 %)
eran a término y de peso adecuado.

Validacion del método de medida del hematocrito

Se realizé un anadlisis de regresién lineal de los resul-
tados del hematocrito en GSPF con respecto a los he-
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matocritos provenientes de los hemogramas, obtenidos
ambos el mismo dia (n = 114). La variable independien-
te (x) fue la concentracion de hematocrito determinada
en la muestra de sangre entera (hemograma) y la va-
riable dependiente (y), el resultado obtenido en GSPF.
La media del hematocrito en GSPF fue de 39,6 % (me-
diana: 38,4 %; minimo: 19,8 % y maximo: 61,0 %) y de
los hemogramas, de 40,7 % (mediana: 39,3 %; minimo:
22,1 % y maximo: 61,0 %). El test de Kolmogorov-Smir-
nov indic6 que ambos siguen una distribucién normal.
El coeficiente de correlacion de Pearson fue de 0,957
y hubo una asociacion lineal entre ambos métodos
(p < 0,001). El coeficiente para la regresion de Deming
fue de 0,989; la pendiente, de 1,006 (IC 95 %, 0,957-1,056)
y la ordenada en el origen, de 0,803 (IC 95 %, -1,292-
2,898), lo que demuestra la intercambiabilidad entre am-
bos métodos. El promedio del CV de los resultados fue
del 4,4 %, con una DE de 1,7 %.

El grafico de Bland-Altman permite analizar la dife-
rencia entre un nuevo método con respecto a uno ya
establecido. Al aplicarlo, se obtuvo un sesgo de -1,06,
lo que resulta fiable y reproducible con respecto al mé-
todo de referencia (IC 95 %, de 4,46 a -6,57) (Fig. 2).

En el estudio, de las 10 muestras de GSPF para eva-
luar su repetitividad se obtuvo un CV promedio de 3,4 %
y un DE de 1,2 % (Tabla I).

Efecto de la correccion en las determinaciones
del cribado neonatal

Utilizando la estimacién del hematocrito de las
muestras de GSPF se empled un valor consenso del
55 % de hematocrito. A los resultados de las determina-
ciones del CN se les aplicoé un factor de correccion con
respecto al valor del hematocrito obtenido. Se analizo
el impacto del nuevo resultado con respecto al valor
de corte (TSH: COBAS Roche: 12 pUl/ml; Perkin Elmer:
8 pUl/ml; 17-OHP: MP Biomedicals: 22 ng/ml; Perkin El-
mer: 23 nmoles/l; IRT: MP Biomedicals: 130 ng/ml; Perkin
Elmer: 60 ng/ml) y la accién que el laboratorio deberia
tomar (Tabla Il).

De las 1124 muestras analizadas sin la correccién del
hematocrito, 183 pacientes superaron el valor de corte
en el andlisis original de alguna de las 3 determinacio-
nes que se analizaron: 49 pacientes para TSH, 90 en el
analisis de 17-OHP y 44 valores en el de IRT. Los resulta-
dos de los métodos confirmatorios fueron patologicos
en 3 pacientes (2TSH y 1 IRT).

Tirotropina

Las relaciones entre el valor obtenido y el valor de
corte (O/C) nos permiten comparar los diferentes mé-
todos y los valores de corte conociendo la relacion
de positividad. Se detectaron 49 muestras con TSH
por encima del valor de corte con una relacién O/C
de 1,14. Al reevaluar las muestras aplicando el factor
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Tabla I.

Analisis de repetitividad del método analitico para la determinacion del hematocrito
en muestras de pacientes adultos

51

Hematocrito GSPF (%) y dias de repeticiones

Paciente a Hemogram.a
(% hematocrito)  p;, 4 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 CV (%) DE (%) Media

1 40,9 38,9 42,2 40,4 a7 40,5 3,17 1,29 40,7
G 39,6 40,6 39,9 39,3 39,6 41,8 2,51 1,01 40,3
3 31,9 28,6 31,4 29,7 29,9 28,1 4,28 1,26 29,6
4 39,6 39,3 36,9 39,4 40,3 40,7 3,77 1,48 39,3
5 42,0 39,1 41,8 39,7 38,9 435 4,90 1,99 40,6
6 30,2 28,3 29,4 28,6 28,9 29,8 2,12 0,62 29,0
7 29,2 28,7 28,8 26,9 29,2 28,4 3,12 0,89 28,4
8 32,3 32,3 30,9 30,8 29,8 30,7 2,91 0,90 30,9
9 34,9 35,0 33,6 34,1 32,0 33,5 3,29 1,1 33,7
10 a1 40,7 39,9 38,6 42,9 39,8 3,95 1,60 40,4

GSPF: gotas de sangre en papel de filtro; CV: coeficiente de variacion; DE: desviacion estandar.

de correccion del hematocrito, el 63,3 % de los casos cién O/C: 0,89). En dos casos se reclasificaron pacientes
se negativizo. con valores normales: 78 pUl/ml y 79 pUl/ml (valor de

En relacidn a los valores del hematocrito, la mediana corte: 8 yUl/ml), que, aplicandoles el factor (hematocrito
en los casos positivos fue de 48,2 % (relacion O/C: 1,08),  del 56 %y del 59 %), superaron el corte con resultados de
mientras que en los casos negativos fue del 45,0 % (rela- 8,0 uUl/mly de 8,4 yUl/ml (Tabla IlI).
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Tabla II.

Tabla de aplicacion del factor de correccion

TSH IRT 17 OH-progesterona
Hematooft®  Factor (WUV/ml) (ng/mli) (ng/mi)
Sin factor Con factor Sin factor Con factor Sin factor Con factor
12,1 % 0,22 28,0 6,2 52,0 11,4 74,8 16,5
29,5 % 0,54 12,0 6,4 50,4 27,0 28,8 15,4
54,1 % 0,98 11,2 11,0 33,0 32,4 9,3 9,1
66,1 % 1,20 4,9 i) 21,4 25,7 10,3 12,4

GSPF: gotas de sangre en papel de filtro; TSH: tirotropina; IRT: tripsina inmunorreactiva; 17-0HP: 17-hidroxiprogesterona.

Tabla IlI.

Numero de pacientes que requieren una nueva cita segun la aplicacion del factor corrector

Sin correccion

Con correccion

Pacientes Pacientes

Pacientes NO

. . 0/C sin . 0O/C con 5 0O/C con
recitados sin .. recitados con .. recitados con .. t p
., correccion ., correccion ., correccion
correccion correccion correccion
TSH 49 1,14 18 1,08 31 0,89 2,596 0,012
IRT 44 1,46 25 1,39 19 0,88 3,778 < 0,001
170H 90 1,19 39 1,16 51 0,88 6,653 < 0,001

0/C: valor obtenido / valor de corte; t: prueba t para igualdad de medias; TSH: tirotropina; IRT: tripsina inmunorreactiva; 17-OHP: 17-hidroxiprogesterona.

17-OH-progesterona

Se detectaron 90 muestras con 17-OHP por encima
del valor de corte con una relacién O/C de 1,19. Al re-
evaluar las muestras aplicando el factor de correccion
del hematocrito, el 56,7 % de los casos se negativizo.

En relacion a los valores del hematocrito, la me-
diana en los casos positivos fue del 49,7 % (relacién
QO/C: 1,16), mientras que en los casos negativos fue del
41,7 % (relacion O/C: 0,88). Se reclasificaron 3 pacien-
tes catalogados con valores normales de 21,5 ng/ml,
21,8 ng/mly 21,2 ng/ml (valor de corte: 22 ng/ml), que
superaron el valor de corte al aplicarles el factor del
hematocrito (hematocritos: 56 %, 59 % y 58 %, respec-
tivamente). Se obtuvieron los resultados de 22,0 ng/ml,
23,6 ng/mly 22,3 ng/ml (Tabla Ill).

Tripsina inmunorreactiva
Se detectaron 44 muestras con IRT por encima del
valor de corte con una relacion O/C de 1,46. Al reeva-

luar las muestras aplicando el factor de correccién del
hematocrito, el 43,2 % de los casos se negativizo.

[Rev Med Lab 2022:3(2):46-54]

Recordemos que este marcador es reactante de fase
aguday varios de los pacientes se encontraban hospita-
lizados por diversas causas. Enrelacién a los valores del
hematocrito, la mediana en los casos positivos fue
del 45,8 % (relacién O/C 1,39), mientras que en los ca-
sos negativos fue del 35,6 % (relacion O/C: 0,88). No se
reclasificaron resultados normales (Tabla Ill).

Resultados generales del cribado neonatal

De los 183 pacientes que habian superado el valor de
corte sin considerar la variable del hematocrito, al apli-
carle la correccion del paquete globular, 82 pacientes si-
guieron superando el valor de corte, con un hematocrito
media de 50,3 %, y de los 101 pacientes que obtuvieron
valores normales su media fue de 39,8 % (Tabla IV).

Ademas, hubo 5 reclasificaciones hacia valores posi-
tivos. En todos los casos eran resultados dudosos muy
cercanos a los valores de corte que superaban con la
estimacion del hematocrito. Se obtuvieron un 475 %
(87) de solicitudes de nueva muestra con respecto a
los datos iniciales (183) y se evidencio un descenso de
solicitudes del 52,5 % y un total de 96 pacientes menos.
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Tabla IV.

Numero de muestras que superan el punto de corte segun la prueba, el analizador empleado
y la aplicacion del factor corrector del hematocrito

Marca Sin Hct Con Hct %

MP Biomedicals 23 7 30,4

TSH Perkin Elmer 26 1 42,3
Subtotal 49 18 36,7

MP Biomedicals & 1 888

IRT Perkin Elmer 41 24 58,5
Subtotal 44 25 56,8

MP Biomedicals 76 34 44,7

17-OHP Perkin Elmer 14 5) 35,7
Subtotal 90 39 43,3

Total 183 82 44,8

Het: hematocrito; TSH: tirotropina; IRT: tripsina inmunorreactiva; 17-0OHP: 17-hidroxiprogesterona.

CONCLUSION

La estimacién del hematocrito permite la correccidén
del volumen del paquete globular en la muestra de
GSPFE Conociendo el valor de esta variable se normali-
zan las diferencias en los analitos del cribado neonatal,
susceptibles al efecto hematocrito (14,15).

Hemos descrito, analizado y validado un método ra-
pido y simple para medir la Hb y estimar el hematocri-
to a partir de una muestra de GSPF utilizando equipos
que normalmente se encuentran en laboratorios de
CN. Aunque el método es destructivo, utiliza un peque-
no fragmento de la muestra y deja el resto para otros
analisis necesarios. El hematocrito no deberia realizar-
se de rutina, puesto que cada vez se realizan mas deter-
minaciones dentro de los programas de CN.

Aunque en el CN los falsos positivos son abundan-
tes, debido a que se intenta que disminuyan al maximo
los falsos negativos, estos generan una angustia inne-
cesaria en los padres de los bebés que vuelven a ci-
tarse (16-18). Adicionalmente, la realizacion de nuevas
pruebas en estos pacientes alarga los tiempos hasta el
diagnostico certero, que son cruciales para instaurar
precozmente el tratamiento y evitar la morbimortalidad
de estas enfermedades (19).

Basandonos en los resultados obtenidos, la principal
limitacion de nuestro estudio es la cantidad de mues-
tras procesadas. Al trabajar con patologias de baja
prevalencia es necesario ampliar la investigacion para
confirmar el comportamiento de las muestras con re-
sultados patoldgicos y dudosos a la correccidon del he-
matocrito. Ademas, habria que realizar un analisis con
un mayor numero de muestras en los pacientes prema-
turos y de bajo peso al nacer con el fin de utilizar mues-

tras del CN (son muestras valiosas y muy escasas) en
la poblacidon que necesite la correccion del hematocri-
to. Otra limitacion podria ser la presencia de interfe-
rencias analiticas en la medicidén del complejo SLS-Hb,
ya que desconociamos las condiciones de lipemia e
ictericia de nuestras muestras, que podrian afectar a
los resultados al tratarse de una técnica colorimétrica.

Por tanto, nuestros resultados muestran que la es-
timacion del hematocrito permitiria la correccién del
volumen en la muestra GSPF, que es muy sencilla de
calcular. Sugerimos el uso de la estimacién del hema-
tocrito para muestras que excedan el valor de corte,
resultados dudosos, pacientes prematuros o de bajo
peso al nacer. En conclusion, nuestro estudio muestra
que seria posible disminuir las solicitudes de nuevas
muestras en las patologias estudiadas del CN incorpo-
rando una variable que no suele ser utilizada en el la-
boratorio. La correccion del hematocrito utilizando SLS
es una técnica simple que ha demostrado un compor-
tamiento técnico alentador para disminuir la cantidad
de falsos positivos.
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Introduction: dried blood spots (dbs) are valuable samples for the newborn
screening laboratory. Cut-off values for neonatal screening determinations
are based on an average hematocrit value (55 %). Newborns that exceed
the cut-off value of the determinations are cited again for a confirmatory
sample collection.

Objective: to develop a laboratory technique that allows knowing the val-
ue of the hematocrit in the dbs samples of neonatal screening and to study
the impact of the hematocrit variable on the results of neonatal screening.

Material and methods: 1124 samples from two neonatal screening labo-
ratories were analyzed. The hematocrit in the DBS samples was estimated
using the sodium lauryl sulfate reagent (1.7 g/L). Thyrotropin (TSH), immu-
noreactive trypsin (IRT), and 17-hydroxyprogesterone (17-OHP) were deter-
mined. The results were evaluated with and without hematocrit correction
taking into account the estimated value.
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corte. Tirotropina. Tripsina inmunorreactiva.
17-hidroxiprogesterona.

Results: 183 samples (without correction) exceeded the cut off value pro-
posed by each laboratory: 49 for TSH, 44 for IRT, and 90 for 17-OHP. Using
the hematocrit estimation, 18 (36.7 %) newborns exceeded the TSH cut-off
value, 25 (66.7 %) in the IRT measurement and 39 (43.3 %) in 17-OHP de-
termination. If the correction of the packed red cell had been used in the
DBS samples, only 44.8% of the 183 newborns would have had to be cited
again.

Conclusion: the estimation of the hematocrit would allow the correction of
the volume in the DBS samples. We suggest the use of hematocrit estima-
tion for samples that exceed the cut-off value. By lowering the percentage
of requests for new samples we would avoid the anguish that it causes in
the family.

RESUMEN

Introduccion: las gotas de sangre en papel de filtro (GSPF) son muestras
valiosas para el laboratorio de cribado neonatal. Los valores de corte para
las determinaciones del cribado neonatal estan basados en un valor de
hematocrito promedio (55 %). Los recién nacidos que superan el valor
de corte de las determinaciones son citados de nuevo para una toma de
muestra confirmatoria.

Objetivo: desarrollar una técnica de laboratorio que permita conocer el
valor del hematocrito en la GSPF del cribado neonatal. Estudiar el impacto
de la variable del hematocrito en los resultados del cribado neonatal.

Material y métodos: se analizaron 1124 muestras de dos laboratorios de
cribado neonatal. El hematocrito en las GSPF se estimé utilizando el re-
activo lauril sulfato de sodio (1,7 g/L). Se realizaron determinaciones de
tirotropina (TSH), tripsina inmunorreactiva (IRT) y 17-hidroxiprogesterona
(17-OHP). Los resultados fueron evaluados con y sin correccion del hema-
tocrito teniendo en cuenta el valor estimado.

Resultados: 183 muestras (sin correccion) superaron el valor limite pro-
puesto por cada laboratorio: 49 para TSH, 44 para IRT y 90 para 17-OHP.
Utilizando la estimacion del hematocrito, 18 (36,7 %) recién nacidos su-
peraron el valor de corte de laTSH, 25 (56,7 %) en la medicién de IRT y
39 (43,3 %) con 17-OHP. Si se hubiera utilizado la correccion del paquete
globular en las GSPF, solo hubieran tenido que ser citados de nuevo el
44,8 % de los 183 recién nacidos.

Conclusion: la estimacion del hematocrito permitiria la correccién del vo-
lumen en la muestra GSPF, que es muy sencilla de calcular. Sugerimos el
uso de la estimacion del hematocrito para muestras que excedan el valor
de corte. Al bajar el porcentaje de solicitudes de nuevas muestras evitaria-
mos la angustia que causa a la familia.

INTRODUCTION

NBS allows for the diagnosis of diseases that in
their natural course would be life-threatening and/or

Newborn screening (NBS) for congenital diseases
began in the 1960s when microbiologist Robert Guth-
rie and biochemist Louis Woolf developed a simple and
sensitive test for the detection of phenylketonuria. In
1968, Wilson and Jungner published criteria for evalu-
ating screening programs, stating that they should be
"an ongoing process and not a one-time test" (1).

[Rev Med Lab 2022:3(2):55-62]

compromise the intellectual development of affected
infants, with a high social and psychological cost for
the patients, their families, and the society. These dis-
eases account for a major economic burden due to
the increased use of social and healthcare resources
(2,3). Although incidence of each of these disorders is
low, their impact on public health is substantial. NBS
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programs are preventive and essential for healthcare
systems; however, the implementation strategies
vary in different countries (4). Adequate detection
with timely intervention reduces disease-associated
morbidity, mortality, and disability. NBS is low cost
and greatly reduces the economic burden related to
these conditions for both families and healthcare sys-
tems (2).

Detection times are important for confirmatory test-
ing and early treatment initiation in identified cases,
before symptoms of the disease appear or irreparable
damage is done (2-4).

In Argentina, testing for phenylketonuria, congeni-
tal hypothyroidism, cystic fibrosis, galactosemia, con-
genital adrenal hyperplasia, biotinidase deficiency,
retinopathy of prematurity, Chagas disease, and syph-
ilis, followed by treatment in positive cases as well as
monitoring of these tests is mandatory in all public,
state-run, social security, and private institutions in
the country where deliveries take place and/or new-
borns are seen (National Law 26279/2007) (5,6).

The dried blood spot (DBS) sample used for NS has
many advantages: minimal volume, favorable stabil-
ity of numerous analytes, reduced costs associated
with shipping and storage, and is less invasive than
venous sample collection (7,8. Nevertheless, the con-
centration of red blood cells per unit volume of blood
influences DBS analysis (7,9). One of the main sourc-
es of error is the packed red blood cells-to-plasma
ratio. This variable could be determined by estimat-
ing the hematocrit level (through the measurement
of hemoglobin). When blood is applied to the filter
paper, it will diffuse at different rates depending on
the sampling technique and variables related to the
newborn and the filter paper, affecting the size of
the blood spot. By using a fixed punch size for sam-
ple analysis, the packed red blood cells could affect
the results of the different analytes used for newborn
screening. The hematocrit behaves as a variable in
the analysis of the results (10). The normal hema-
tocrit range for a healthy newborn is from 42 % to
64 %. Abnormal levels may be characteristic of poly-
cythemia or anemias, which cause an extremely high
and low hematocrit, respectively (11,12). In some cas-
es, volume correction could mean the difference be-
tween a positive and negative result (7,11). Since the
cut-off points are established independently of
the hematocrit value, not knowing the hematocrit
level may lead to a false positive results. Therefore,
determining the hematocrit level may improve the
positive predictive value of this test (11).

The aims of our study were to develop a laboratory
technique that allows us to determine the hematocrit
value in the DBS of the NBS, to assess the effect of the
variable hematocrit on the results of thyrotropin (TSH),
immunoreactive trypsinogen (IRT) and 17-Hydroxypro-
gesterone (170HP), and to analyze its impact on the
results.

MATERIAL AND METHODS
Study design and samples used

A retrospective, cross-sectional study was conduct-
ed. The samples were used once the mandatory NBS
was completed, between May 3, 2018 and January 29,
2019. A total of 1124 samples from preterm and term
newborns collected by two NBS laboratories were ana-
lyzed. Gestational age of hospitalized and non-hospital-
ized infants ranged from 24 to 41 weeks. Sampling for
term newborns was performed between the 2nd and
5th day of life with at least 24 hours of protein feeding
(breast milk or formula milk), before the mother and
newborn were discharged. In the case of premature in-
fants, the sampling was repeated at 15 days or when
they reached the age of 37 weeks. The samples were
collected in the hospital or maternity ward and once
dry, they were stored at 4 °C until the time of testing.
Samples with blood spots with diameters less than
10 mm, poor quality specimens, or incomplete card
data were excluded.

The sample had to be accompanied by a complete in-
formation card to be properly identified. The data from
the newborn were necessary for the correct interpreta-
tion of the results, while those from the mother and the
responsible physician allowed rapid communication of
the results (2).

In case of an inadequate sample, doubtful results,
or results above the established cut-off points, a new
sample was requested and the analysis was repeated,
which was considered urgent in all cases (2).

On the other hand, a complete blood count was per-
formed in 114 children, by medical request, on the same
day as the DBS collection. Hematocrit values from the
complete blood counts were used to perform a linear
regression analysis to validate the method of hemato-
crit estimation in DBS.

Ten DBS samples from adult patients (hematocrit
range, 29.2 % to 42.0 %) were included in the study and
were analyzed on 5 consecutive days to evaluate re-
peatability.

Hematocrit estimation

A simple technique, available at any NBS laborato-
ry, was used. The procedure was based on measuring
hemoglobin (Hb) from a DBS sample and subsequent
estimation of the percent hematocrit.

A 6-point standard curve was developed with known
hemoglobin concentrations using samples of patients
who underwent the same procedure as the study tests.
Hb was measured in triplicate in calibrators using a
Sysmex XE-2100 autoanalyzer (Kobe, Japan). The cal-
ibrators were dispensed on S&S#903 Whatman cards
(13) with venous whole blood collected in EDTA-K3
tubes (Beckton Dickinson plastic vacutainer tube li-
lac capped with 5.4 mg EDTA K3 without separator,

[Rev Med Lab 2022:3(2):55-62]
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Oxford, UK) and then allowed to dry at room tempera-
ture. The curve was used in each series to estimate the
hematocrit value of samples and controls. Hb and he-
matocrit values from the analyzer were considered as
the true value and used as a reference for the curve
and controls. The curve consisted of a blank (card with-
out blood) and the following hemoglobin points: 4.3 g/
dL; 10.1 g/dL; 15.4 g/dL; 21.4 g/dL, and 26.9 g/dL (he-
matocrit: 12.8 %; 29.7 %; 45.4 %, 64.2 %, and 80.7 %,
respectively). The same procedure was performed with
3 control levels - low, medium, and high - with hemato-
crit levels of 17.4 %, 40.7 %, and 60.7 % (hemoglobin 5.7
g/dL; 13.5 g/dL; 20 g/dL), respectively, also from patient
samples.

A 3.2 mm punch (disk) of each of the samples, stan-
dards and controls, was placed in a 96-well V-bottom
reaction plate. Both standard and control samples were
added in duplicate. Subsequently, 200 pL of 1.7 g/L so-
dium lauryl sulfate (SLS) was added to each well and
incubated at room temperature for 1 hour. The super-
natant was transferred to a reading plate and incubat-
ed for 10 minutes, avoiding bubbles that could affect
the reading. Absorbance was measured using a Biotek
EIx800 plate reader (Vermont, United States) at a wave-
length of 550 nm and plotted on the curve to determine
the hemoglobin concentration. This colorimetric meth-
od (spectrophotometry) described by Richardson et al.
(12) forms an SLS-Hb complex with an optical absor-
bance between 500 and 560 nm. The absorbance was
linear in the expected concentration range in the pa-
tient samples, obeying the Beer-Lambert law (11,12).

The readings were stable on the plate at room tem-
perature and protected from light for at least 12 hours.

From the calculated hemoglobin data, the hemato-
crit concentration was obtained using a factor of 3.0
(hematocrit/hemoglobin ratio from the measurement
of the hemogram used to make the curve) based on
which the value of the packed red blood cells of each
DBS could be determined. The factor ratio will depend
on the analyte used and should be calculated by creat-
ing a new curve (Fig. 1).

Measurement of thyrotroponin, immunoreactive
trypsinogen, and 17-hydroxyprogesterone

NBS measurements were performed according to
the technique used at each laboratory. In the first lab-
oratory, after extraction was performed using Diluent
Universal Roche (Mannheim, Germany), TSH levels
were determined by electrochemiluminescence using
a COBAS 6000 Roche (Rotkreuz, Switzerland). IRT lev-
els were measured with reagents (MP Biomedicals,
California, United States) and read in a Biotek EIx800
spectrophotometer (Vermont, United States). 170HP
was determined using a coated tube radioimmuno-
assay (MP Biomedicals) with a Wallac AN-LKB Dream
Gamma-10 reader (Mount Waverley, Australia). In the
second NBS laboratory, the DELFIA Neonatal 17 al-
pha-OH-Progesterone kit - Perkin EImer (Turku, Finland)
was used for 1770HP, the DELFIA Neonatal IRT kit - Per-
kin Elmer for IRT, and the DELFIA Neonatal hTSH kit -
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Figure 1 - Schematic diagram of the hematocrit estimation technique.
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Perkin Elmer forTSH, while a Victor 2D 1420 Multilaber
Counter - Perkin EImer reader was used for all analytes.

Statistical analysis

Data analysis was performed using the IBM SPSS v22
statistical program (New York, United States). The sta-
tistical methods used were the Kolmogorov-Smirnov
test, linear regression with Pearson correlation, Spear-
man correlation, Deming regression, and Bland-Altman
analysis. To assess repeatability, the coefficient of
variation (CV) and standard deviation (SD) were de-
termined. Results were evaluated with and without
hematocrit correction. The independent samples t-test
were performed.The t-test was used to compare means
and bilateral significance. In addition, the relationship
between the value obtained and the cut-off value was
analyzed for each measurement.

RESULTS
General characteristics of the newborns

Of the total number of newborns (1,124), 79.5% (893)
were term, between 37 and 41 weeks of gestation and
20.5% were either preterm (36-28 weeks) or immature
(< 27 weeks).

Mean birth weight was 3083 g (range, 620-4830 g).
Overall, 81.5% were adequate weight (> 2500 g), 17.3%
low weight (< 2,500-1,000 g), and 1.2% extremely low
weight (< 1,000 g).

Correlation between both variables - birth weight and
weeks of gestation - showed that 866 (77%) newborns
were born full term with an adequate birth weight.

Validation of the hematocrit measurement method

Linear regression analysis was performed on the
hematocrit results in DBS compared to the hematocrit
from the hemogram, both obtained on the same day (n
= 114); the independent variable (x) was hematocrit con-
centration determined in the whole blood sample (he-
mogram) and the dependent variable (y) was the result
obtained in DBS. Mean hematocrit was 39.6 % (median
38.4 %; range, 19.8 % to 61.0 %) in the DBS and 40.7 %
(median 39.3 %; range, 22.1 % to 61.0 %) in the hemo-
gram. The Kolmogorov-Smirnov test showed that both
had a normal distribution. Pearson’s correlation coeffi-
cient was 0.957 showing a linear association between
both methods (p < 0.001). The Deming regression coeffi-
cient was 0.989, the slope 1.006 (95 % CI, 0.957 to 1.056),
and the ordinate at the origin 0.803 (95 % Cl, -1.292 to
2.898) demonstrating the interchangeability of the two
methods. Mean CV of the results was 4.4 % with a SD
of 1.7 %.The Bland-Altman plot, allowing for analysis of
the difference between a new method and an estab-
lished one, identified a bias of -1.06, showing that the
new method was reliable and reproducible compared to
the reference method (95 % Cl, 4.46 to -6.57) (Fig. 2).

In the study of the 10 DBS samples to evaluate re-
peatability, a mean CV of 3.4% and a SD of 1.2% were
obtained (Table I).

Effect of correction on newborn screening
measurements

Considering the hematocrit estimation in the DBS sam-
ples, a consensus hematocrit value of 55% was used.
Based on this value, a correction factor was applied to
the NBS results. The new result was then compared
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Figure 2 — Comparison of hematocrit measurement in hemogram and blood spots on filter paper using linear regression and
Bland-Altman analysis. DBS: Dry blood spots on filter paper; Hct: hematocrit.
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Table I.

Repeatability analysis of the method for the determination of hematocrit in adult patient samples

DBS hematocrit (%) and days of repetitions

Patient oHemogram_
(% hematocrit)  pay 4 Day 2 Day3  Day4  Day5 CV(%)  SD (%) Mean
1 40,9 38,9 42,2 40,4 M7 40,5 3,17 1,29 40,7
2 39,6 40,6 39,9 39,3 39,6 41,8 2,51 1,01 40,3
3 31,9 28,6 31,4 29,7 29,9 28,1 4,28 1,26 29,6
4 39,6 39,3 36,9 39,4 40,3 40,7 3,77 1,48 39,3
5 42,0 39,1 41,8 39,7 38,9 435 4,90 1,99 40,6
6 30,2 28,3 29,4 28,6 28,9 29,8 2,12 0,62 29,0
7 29,2 28,7 28,8 26,9 29,2 28,4 3,12 0,89 28,4
8 32,3 32,3 30,9 30,8 29,8 30,7 2,91 0,90 30,9
9 34,9 35,0 33,6 34,1 32,0 33,5 3,29 1,1 33,7
10 41,1 40,7 39,9 38,6 42,9 39,8 3,95 1,60 40,4

DBS: dry blood spots on filter paper; CV: coefficient of variation; SD: standard deviation.

to the cut-off value (TSH: COBAS Roche: 12 pUl/ml - Per-
kin Elmer: 8 yUl/ml; 1770HP: MP Biomedicals: 22 ng/ml -
Perkin Elmer: 23 nmoles/l; IRT: MP Biomedicals: 130 ng/
ml — Perkin Elmer: 60 ng/ml) and its impact as well as the
action to be taken by laboratory were evaluated (Table Il).

Of the 1124 samples analyzed without hematocrit
correction, 183 patients exceeded the cut-off value in
the original analysis of any of the 3 analytes tested: 49
patients for TSH, 90 for 1770HP, and 44 for IRT. The re-
sults of the confirmatory tests were abnormal in three
patients (2TSH and 1 IRT).

Thyrotropin

The ratio between the value obtained and cut-off value
(O/C) allows us to compare the different methods and cut-

off values, and determine the positivity ratio. In 49 samples,
TSH was above the cut-off value with an O/C ratio of 1.14.
When the samples were reevaluated applying the hemato-
crit correction factor, 63.3 % of these cases were negative.
The median hematocrit value was 48.2 % (O/C ratio
1.08) in positive and 45.0 % (O/C ratio: 0.89) in nega-
tive cases. In two cases, patients with normal values of
7.8 plU/ml and 7.9 plU/ml (cut-off value 8 plU/ml) were re-
classified, as they exceeded the cut-off with results of 8.0
plU/ml and 8.4 plU/ml when the correction factor was ap-
plied (hematocrit 56 % and 59 %, respectively) (Table lll).

17-OH-progesterone

Ninety samples with 1770H above the cut-off value
and an O/C ratio of 1.19 were detected. When the sam-

Table II.

Application of the hematocric correction factor

TSH IRT 17 OHP

Hei:th;;"t Factor (pUI/mlI) (ng/ml) (ng/ml)

Without With Without With Without With

correction correction correction correction correction correction
12,1 % 0,22 28,0 6,2 52,0 1,4 74,8 16,5
29,5 % 0,54 12,0 6,4 50,4 27,0 28,8 15,4
54,1 % 0,98 11,2 11,0 33,0 32,4 €3 9,1
66,1 % 1,20 4,9 5,9 21,4 25,7 10,3 12,4

DBS: Dry blood spots on filter paper; TSH, thyrotropin; IRT, immunoreactive trypsinogen; 170HP, 17-hydroxyprogesterone.
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ples were reevaluated applying the hematocrit correc-
tion factor, 56.7% of the cases were negative.

The median hematocrit value was 49.7 % ( O/C ratio
1.16) in positive cases and 41.7 % (O/C ratio: 0.88) in
negative cases. Three patients with normal values of
215 ng/ml, 21.8 ng/ml, and 21.2 ng/ml (cut-off value:
22 ng/ml) were reclassified and exceeded the cut-off
value with results of 22.0 ng/ml, 23.6 ng/ml, and 22.3
ng/ml when the hematocrit correction factor was ap-
plied (hematocrit: 56 %, 59 %, and 58 %, respectively)
(Table IlI).

Immunoreactive trypsinogen

Forty-four samples with IRT above the cut-off value
with an O/C ratio of 1.46 were detected. When the sam-
ples were reevaluated applying the hematocrit correc-
tion factor, 43.2 % of the cases showed to be negative.

It should be remembered that this marker is an acute
phase reactant and several of the patients were hos-
pitalized for various causes. Median hematocrit value
was 45.8% (O/C ratio 1.39) in positive and 35.6 % (O/C
ratio: 0.88) in negative cases. No normal results were
reclassified (Table Ill).

Overall newborn screening results

Of the 183 patients with levels above the cut-off
value without hematocrit correction, 82 continued to
exceed the cut-off value when the packed red blood
cell correction was applied.These patients had a mean
hematocrit of 50.3 %, while the remaining 101 patients
who obtained normal values had a mean hematocrit
of 39.8 % (Table V).

In addition, five patients were reclassified as positive.
In all cases the results were doubtful, and very close
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Table IlI.

Number of patients who had to be recalled after application of the correction factor

Without correction With correction

B s e R L s L e
lled without thout . . . recalled with . t p-value
. . with correction correction . correction
correction correction correction
TSH 49 1,4 18 1,08 31 0,89 2,596 0,012
IRT 44 1,46 25 1,39 19 0,88 3,778  <0,001
170H 90 1,19 39 1,16 51 0,88 6,653 <0,001

0/C: Value obtained/Cut-off value; t: t-test for equality of means; TSH, thyrotropin; IRT, immunoreactive trypsinogen; 170HP, 17-hydroxyprogesterone.

Table IV.

Number of samples exceeding the cut-off point according to the test used, the analyte,
and the application of the hematocrit correction factor

Brand Without Hct With Hcet %

MP Biomedicals 23 7 30,4

TSH Perkin Elmer 26 1 42,3
Subtotal 49 18 36,7

MP Biomedicals 3 1 B8

IRT Perkin Elmer 41 24 58,5
Subtotal 44 25 56,8

MP Biomedicals 76 34 44,7

170H Perkin Elmer 14 5 35,7
Subtotal 90 39 43,3

Total 183 82 44,8

Het, hematocrit; TSH, thyrotropin; IRT, immunoreactive trypsinogen; 170HP, 17-hydroxyprogesterone.

[Rev Med Lab 2022:3(2):55-62]
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to the cut-off values, which were exceeded when hema-
tocrit correction was considered.There were 47.5 % (87)
requests for a new sample compared to 183 based on
the initial data, accounting for a decrease in requests of
52.5% and a total of 96 patients less.

CONCLUSION

Hematocrit estimation allows for correction of the
volume of the packed red blood cells in the DBS sam-
ple. Knowing the value of this variable the differences
in the newborn screening analytes, susceptible to the
hematocrit effect, can be normalized (14,15).

Here we describe, analyze, and validate a simple and
rapid method to measure hemoglobin and estimate
hematocrit in a DBS sample, using equipment that is
normally found in the NBS laboratory. Although the
method is destructive, it uses a small fragment of the
sample, leaving the remainder for other necessary
analyses. As more analytes are continuously included
in NBS programs, hematocrit should not be routinely
measured.

Although false positives are common in NBS due to
the attempt to minimize false negative results, the for-
mer cause unnecessary distress in the parents of the
babies that are recalled (16-18). Moreover, performing
new tests in these patients prolongs the time to accu-
rate diagnosis, which is crucial for early treatment ini-
tiation to avoid the morbidity and mortality associated
with these diseases (19).

The main limitation of our study is the small number
of samples processed. Due to the low prevalence of
these disorders, further research is needed to confirm
the behavior of samples with abnormal or doubtful re-
sults when hematocrit is corrected. In addition, a study
with larger numbers of samples should be conducted
in preterm and low-birth-weight patients, in order to
evaluate NBS samples (these are valuable and very
scarce samples) in the population that requires hema-
tocrit correction. Another limitation is the possibility of
analytical interference in the measurement of the SLS-
Hb complex, since we did not know if our patients had
lipemia or jaundice, conditions that may have affected
the results of this colorimetric technique.

Our results show that hematocrit estimation, which
is very easy to calculate, would allow for volume cor-
rection in the DBS sample. We suggest the use of he-
matocrit correction for samples exceeding the cut-off
value, those that have doubtful results, and in those of
premature and/or low-birth-weight patients.

In conclusion, our study shows requests for a second
sample for disorders included in NBS may be reduced
by incorporating a variable that is not commonly used
in the laboratory. Hematocrit correction using SLS is a
simple method with an encouraging technical perfor-
mance that may be used to reduce the number of false
positive results.

[Rev Med Lab 2022:3(2):55-62]

REFERENCES

1.

2.

w

[$2]

[=2]

(==}

©

Hall K. Max Wilson and the Principles and Practice of Screening for
Disease. Int J Neonatal Screen 2020;6(1):15. DOI: 10.3390/ijns6010015
Powell CM. What is Newborn Screening? N C Med J 2019;80(1):32-6.
DOI: 10.18043/ncm.80.1.32

. Marin Soria JL, Gonzélez de Aledo Castillo JM, Argudo Ramirez A, Lépez

Galera RM, Pajares Garcia S, Ribes Rubi6 A, et al. Inicio, evolucion
y situacion actual de los Programas de Cribado Neonatal en Espafia
[Beginnings, evolution and current situation of the Newborn Screening
Programs in Spain.]. Rev Esp Salud Pablica 2021;95:6202102041.

. la Marca G. La organizacion del cribado neonatal en Italia: com-

paracion con Europa y el resto del mundo [The Newborn Screening
Program in Italy: Comparison with Europe and other Countries.]. Rev
Esp Salud Publica 2021;95:e202101007.

. Ley 26279. Deteccion y tratamiento de determinadas patologias en el

recién nacido. Honorable Congreso de la nacion Argentina [citado el 12
de junio de 2018]. Boletin oficial (Argentina) 2007;31232(1). Disponible en:
http://servicios.infoleg.gob.ar/infolegInternet/verNorma.do?id=131902

. Therrell BL, Padilla CD, Loeber JG, Kneisser |, Saadallah A, Borra-

jo GJ, et al. Current status of newborn screening worldwide: 2015.
Semin Perinatol 2015;39(3):171-87. DOI: 10.1053/j.semperi.2015.03.002

. Miller JH, Poston P, Rutan S, Karnes T. An On-card Approach for

Assessment of Hematocrit on Dried Blood Spots which Allows for
Correction of Sample Volume. J Anal Bioanal Techniques 2013;4:162.

. Oostendorp M, EI Amrani M, Diemel EC, Hekman D, van Maarse-

veen EM. Measurement of Hematocrit in Dried Blood Spots Using
Near-Infrared Spectroscopy: Robust, Fast, and Nondestructive. Clin
Chem 2016;62(11):1534-6. DOI: 10.1373/clinchem.2016.263053

. Zhang S, Soller B, Kaur S, Perras K, Vander Salm T. Investigation of

Noninvasive in Vivo Blood Hematocrit Measurement Using NIR Re-
flectance Spectroscopy and Partial Least-Squares Regression. Ap-
plied Spectroscopy 2000;54(2):294-9. DOI: 10.1366/0003702001949258

. Denniff P, Spooner N. The effect of hematocrit on assay bias when

using DBS samples for the quantitative bioanalysis of drugs. Bio-
analysis. 2010 Aug;2(8):1385-95. DOI: 10.4155/bi0.10.103. Erratum in:
Bioanalysis. 2011;3(7):818.

. Mei JV, Alexander JR, Adam BW, Hannon WH. Use of filter paper for

the collection and analysis of human whole blood specimens. J Nutr
2001;131(5):1631S-6S. DOI: 10.1093/jn/131.5.1631S

. Richardson G, Marshall D, Keevil BG. Prediction of haematocrit

in dried blood spots from the measurement of haemoglobin using
commercially available sodium lauryl sulphate. Ann Clin Biochem
2018;55(3):363-7. DOI: 10.1177/0004563217726809

. Li W, Lee MS. Dried Blood Spots: Applications and Techniques. 1.

edicion. Nueva York: Wiley; 2014.

. Wilde H, Montgomery M, Baskin L, Gray D, Lyon M. Impact of pa-

tient hematocrit on CF newborn screening results. J Cyst Fibros
2008;7(1):15. DOI: 10.1016/S1569-1993(08)60056-9

. Hall EM, Flores SR, De Jesus VR. Influence of Hematocrit and To-

tal-Spot Volume on Performance Characteristics of Dried Blood Spots
for Newborn Screening. Int J Neonatal Screen 2015;1(2):69-78. DOI:
10.3390/ijns1020069

. Schmidt JL, Castellanos-Brown K, Childress S, Bonhomme N, Oktay

JS, Terry SF, et al. The impact of false-positive newborn screening
results on families: a qualitative study. Genet Med 2012;14(1):76-80.
DOI: 10.1038/gim.2011.5

. Gurian EA, Kinnamon DD, Henry JJ, Waisbren SE. Expanded newborn

screening for biochemical disorders: the effect of a false-positive re-
sult. Pediatrics 2006;117(6):1915-21. DOI: 10.1542/peds.2005-2294

. TuWJ, He J, Chen H, Shi XD, Li Y. Psychological effects of false-pos-

itive results in expanded newborn screening in China. PLoS One
2012;7(4):e36235. DOI: 10.1371/journal.pone.0036235

. Bailey DB. Early intervention and newborn screening: parallel

roads or divergenthighways? Infants Young Child 2021;1(34):3-16.
DO0I:10.1097/1YC.0000000000000181



~RevisTaone-

MEDICINA e
LABORATORIO

www.revistamedicinadelaboratorio.es

Revision

Utilidad del PSA en el cribado del cancer de prostata
en la perspectiva de la medicina personalizada

Xavier Filella

Servicio de Bioguimica y Genética Molecular (CDB). IDIBAPS. Hospital Clinic. Barcelona. Comisién de Medicina de Laboratorio Basa-
da en la Evidencia de la SEQCM-. Comisién de Marcadores Biolégicos del Cancer de la SEQCM-. Barcelona

Recibido: 04/05/2022
Aceptado: 18/08/2022

Palabras clave:
PSA. Cribado. Céncer de prostata.
Medicina personalizada.

Correspondencia: Xavier Filella. Hospital Clinic.
C/ Villarroel, 170. 08036 Barcelona
e-mail: xfilella@clinic.cat

RESUMEN

En 2012, el US Preventive ServicesTask Force recomendd no realizar el cri-
bado del cancer de préstata basado en PSA debido a la escasa o a la nula
reduccion en la mortalidad especifica por cancer de préstata y a los danos
relacionados con la evaluacién y los posibles tratamientos, que podrian
ser innecesarios. Sin embargo, los abordajes restrictivos pueden retrasar
el diagnéstico, con la consiguiente migracién de la enfermedad a estadios
mas avanzados. Asimismo, recientemente ha habido cambios que han lle-
vado a repensar la estrategia del cribado del cadncer de prostata mas alla
de la dicotomia entre cribar a todos los sujetos o a nadie.

De hecho, actualmente existen nuevas herramientas para definir una es-
trategia mas eficiente. En primer lugar, debemos mencionar la vigilancia
activa, encaminada a reducir el sobretratamiento de la enfermedad. En
segundo lugar, debemos senalar las herramientas de estratificacion de
riesgo y los nuevos biomarcadores relacionados con la agresividad del tu-
mor. En tercer lugar, cabe destacar la aportacién de la resonancia magné-
tica multiparamétrica, ya que permite realizar la biopsia solo en aquellos
individuos con una alta probabilidad de presentar un tumor. Finalmente,
varios estudios subrayan la utilidad de un PSA basal para predecir el futu-
ro diagnostico del cancer de préstata. Con base en todos estos cambios, la
European Association of Urology recomienda actualmente una estrategia
personalizada de cribado del cancer de prostata.
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ABSTRACT

In 2012, the US Preventive Services Task Force recommended against
prostate cancer screening based on PSA, because a small or no reduction
in prostate cancer—specific mortality in screened subjects and the harms
related to subsequent evaluation and treatments, underlying that some of
which may be unnecessary. However, restrictive approaches can cause a
delay in diagnosis in a significant number of cases, with the consequent
migration of the disease to more advanced stages. Furthermore, in re-
cent years, there have been various changes that have led to a rethinking
of prostate cancer screening strategy beyond the dichotomy between to
screen all subjects or screen none.

In fact, currently there are new tools that allow us to define a more efficient
screening strategy. We must first mention active surveillance as a way to
reduce overtreatment of prostate cancer. Secondly, we must point out the
risk stratification tools and the new biomarkers related to the aggressive-
ness of prostate cancer.Thirdly, it should be underlined the contribution of
multiparametric magnetic resonance imaging, since it allows a biopsy to
be performed only in those individuals with a high probability of present-
ing a tumor. Finally, several studies underline the usefulness of a baseline
PSA to predict the future diagnosis of prostate cancer. Based on all these
changes, the European Association of Urology currently recommends a

personalized prostate cancer screening strategy.

INTRODUCCION

El cancer de prostata (CaP) es el segundo cancer mas
frecuente en el mundo en el sexo masculino, segun
datos de Globocan para el ano 2020 (1). El CaP es ade-
mas el tumor mas frecuente en varones en los paises
occidentales (1), donde se ha observado un progresivo
aumento de su incidencia, que llegd a un pico maximo
durante el ano 2007, probablemente relacionado con el
empleo generalizado de la determinacién del antige-
no especifico de la prostata (PSA) en su deteccion, asi
como al progresivo envejecimiento de la poblacion (2).

Por otro lado, el CaP sigue siendo una causa frecuen-
te de muerte por cancer. Se calcula que en 2020 fue la
causa de 78 800 muertes en Europa (3) y de 375 000
en el mundo (1). El diagnédstico precoz aparece, pues,
como una oportunidad para reducir los efectos perni-
ciosos del CaP dada la disponibilidad de un tratamien-
to curativo si se aplica cuando el tumor estéa localizado
en la proéstata.

Sin embargo, pese a que el cribado oportunista es
una practica usual que cada ano genera numerosas
determinaciones de PSA en individuos asintomaticos,
la medida de PSA como herramienta en la deteccién
del CaP ha sido y sigue siendo motivo de discusion.
La deteccion de muchos tumores indolentes sin signifi-
cacion clinica, que podria suponer hasta el 50-60 % de
los nuevos diagnodsticos, se traduce en un importante
sobrediagnodstico y sobretratamiento (4). Los datos del
European Randomized Study of Screening for Prosta-
te Cancer (ERSPC), segun la actualizacion publicada
en 2011 tras 13 anos de seguimiento, muestran que la
practica del cribado se relaciona con una mayor inci-
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dencia de tumores con un bajo riesgo de progresion,
de manera que, si estos tumores son el 56,4 % de los
casos diagnosticados en el grupo en que se practica
el cribado, descienden al 39,1 % en el grupo control
(5). La diferenciacion de tumores con un bajo y un alto
riesgo de progresion es, por tanto, el primer desafio
que debe afrontar y resolver un programa efectivo de
cribado del CaP.

CRIBADO DEL CANCER DE PROSTATA CON PSA:
LA CONTROVERSIA QUE REHUSA MORIR

La utilidad del cribado del CaP con PSA se ha valo-
rado a través de dos estudios aleatorizados que se han
llevado a cabo en Europa y Estados Unidos, denomi-
nados ERSPCYy Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian
screening trial (PLCO), respectivamente. Los primeros
resultados de ambos estudios se publicaron en 2009
y llegaron a conclusiones opuestas. En el estudio eu-
ropeo, que incluyo a 162 387 varones de 8 paises, se
observo, tras un seguimiento medio de 9 anos, una
disminucién del 20 % en la mortalidad especifica por
CaP en el grupo en el que se realizé el cribado (6). En
cambio, en el estudio americano, que incluyé a 76 693
varones, no se observaron diferencias en la mortalidad
se realizara o no el cribado tras un seguimiento de 7-10
anos (7). La publicacion en 2009 de estos resultados en
New England Journal of Medicine venia acompanada
de un significativo editorial titulado “La controversia
que rehdsa morir” (8). Pasados los anos, el debate so-
bre la conveniencia de realizar el cribado del CaP con
medidas de PSA sigue vigente (9).
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De hecho, los resultados que han ido obteniéndose
en las sucesivas actualizaciones de los estudios euro-
peo y americano, cada vez con mayor tiempo de se-
guimiento, han sido contrapuestos en cada una de sus
sucesivas actualizaciones. Asi, segun los datos obteni-
dos en el ERSPC, ha seguido observandose una dismi-
nucion de la mortalidad debida al CaP en el grupo de
cribado de alrededor del 20 % (5,6,10,11). En cambio, no
se han observado diferencias entre el grupo de cribado
y el grupo control en los datos que ha ofrecido el estu-
dio americano, ni siquiera cuando ha ido aumentando
considerablemente el tiempo de seguimiento (7,12-14).

Adicionalmente, en un estudio mas reciente realiza-
do en el Reino Unido y denominado Cluster Randomi-
zed Trial of PSA Testing for Prostate Cancer, tampoco
se han encontrado diferencias en la mortalidad debida
a CaP en el grupo de cribado con respecto al grupo
control, si bien el estudio prevé una Unica determina-
cion de PSA en el grupo intervencién y tiene un tiempo
medio de seguimiento de Unicamente 10 anos, con tan
solo un 40 % de cumplimiento de la biopsia cuando
esta indicada (15).

SOCIEDADES QUE SE MANIFIESTAN
EN CONTRA DEL CRIBADO

En 2011, el US Preventive Services TaskForce (USPS-
TF) publicaba una revision de la evidencia existente en
aquel momento sobre la utilidad del cribado del CaP
(16). El documento valoraba los beneficios y los riesgos
del cribado del CaP tras analizar seis ensayos aleatori-
zados que se seleccionaban por su calidad metodolo-
gica. Los autores concluian que la disminucion de la
mortalidad por CaP que resultaba del cribado con PSA
era escasa o nula. A la vez, indicaban que el cribado
se asociaba con diversos riesgos asociados tanto a la
evaluacion de los pacientes con PSA elevado como al
tratamiento aplicado cuando se diagnosticaba un CaP.
Los autores subrayaban que, en algunos casos, este
tratamiento podia ser innecesario; obviamente, se re-
ferian a los tumores con un bajo riesgo de progresion.

Aquel mismo ano se publicd una revision sistematica
Cochrane en la que se concluia que el cribado no redu-
ce la mortalidad por CaP (17). La revision subrayaba
posibles perjuicios de la practica del cribado relaciona-
dos tanto con el sobrediagndstico como con el elevado
numero de falsos positivos del PSA, a la vez que hacia
referencia a los efectos adversos que se asocian a la
biopsia, como la infeccién, la hemorragia y el dolor.

Ambos documentos han tenido una gran influencia
en las recomendaciones sobre la practica del cribado del
CaP y la mayoria de las sociedades cientificas han sido,
a partir de aquel momento, mucho mas restrictivas, de
manera que el numero de determinaciones de PSA em-
pezo a disminuir (18). Hasta ese momento, la posicion del
USPSTF frente al cribado con PSA del CaP era bastante
restrictiva, puesto que era contraria al empleo de PSA
en varones de mas de 75 anos, a la vez que subrayaba

que la evidencia existente era insuficiente para evaluar
correctamente el balance entre beneficios y riesgos en
varones mas jovenes. En 2012, el USPSTF dio un paso
mas e hizo publica una recomendacion rotundamente
contraria al cribado del CaP en todas las edades (19).

En esta misma linea, en 2013, la guia clinica del Ame-
rican College of Physicians explicaba que debe infor-
marse al paciente del limitado potencial del cribado,
asi como de sus riesgos, a la vez que subrayaba que
el PSA no es tan solo un simple test que se mide en
sangre, sino que abre la puerta a la realizacién de mas
pruebas y a un posible tratamiento para pacientes que
pueden no necesitarlo (20). Esta misma sociedad publi-
c6 en 2016 un documento titulado Choosing Wisely in
Preventive Medicine, que presentaba cinco recomen-
daciones para una practica sabia de la medicina, entre
las cuales figuraba no realizar un cribado del CaP basa-
do en determinaciones de PSA (21). Esta es también la
posicion del National Screening Committee del Reino
Unido, que en la revision de sus recomendaciones de
octubre de 2020 se declar6 contrario a la practica del
cribado del CaP basado en PSA (22).

LAS RECOMENDACIONES EN ESRANA SOBRE
EL CRIBADO DEL CANCER DE PROSTATA

Actualmente, en Espana, segun GuiaSalud (2013), or-
ganismo del Sistema Nacional de Salud, se recomien-
da no realizar de forma sistematica la determinacion
de PSA a individuos asintoméaticos sin antecedentes
familiares de primer grado de CaP (23). Igualmente, la
ponencia de Cribado Poblacional de la Comision de Sa-
lud Publica, fechada en 2019, indicaba que el balance
entre beneficios y riesgos del cribado es negativo (24).

Por su parte, la Sociedad Espanola de Médicos Gene-
rales y de Familia (Semergen) se muestra reacia al cri-
bado en poblacién asintomatica, puesto que, segun se
indica, no hay una evidencia cientifica suficiente que lo
avale. Ademas, los riesgos que resultan de dicha practi-
ca son numerosos (25). En este mismo sentido, dentro
del proyecto “Compromiso por la Calidad de las Socie-
dades Cientificas en Espana’; de 2018, que se puso en
marcha por el Ministerio de Sanidad, Servicios Socia-
les e lgualdad para acordar recomendaciones de “no
hacer” basadas en la evidencia cientifica, la Sociedad
Espanola de Medicina de Familia y Comunitaria, en una
de sus recomendaciones, indicaba "no realizar de for-
ma sistematica la determinacion de PSA a individuos
asintomaticos sin antecedentes familiares de primer
grado de cancer de prostata” (26).

También, la Asociacion Espanola de Biopatologia
Médica-Medicina de Laboratorio, en el documento
Decisiones inteligentes desde el laboratorio: de elegir
sabiamente a no hacer (2021), senala que no se ha con-
seguido demostrar de manera fehaciente que el criba-
do reduzca la mortalidad y recomienda que la decision
ha de tomarla el paciente tras ser convenientemente
informado (27).
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IMPACTO DE LAS RECOMENDACIONES
DEL USPSTF EN LA INCIDENCIA DE PACIENTES
CON METASTASIS AL DIAGNOSTICO

Tras la implementacion del PSA en la deteccion del
CaP se ha observado, segun datos del Walter Reed
Army Medical Center de Washington correspondientes
al periodo 1988-1998, un aumento de la supervivencia a
los 5 anos junto con una drastica reduccion en la mor-
talidad causada por este tumor, que probablemente se
relacionaba, al menos en parte, con el menor niumero
de pacientes que se diagnosticaban con metéastasis, de
manera que el porcentaje de pacientes que presentaba
enfermedad metastasica en el momento del diagndsti-
co disminuyo del 14,1 % al 3,3 % entre 1988 y 1998 (28).

Una revision de los resultados correspondientes a
12 939 pacientes diagnosticados de novo de CaP metas-
tasico entre los anos 2004 y 2014, e incluidos en la base
de datos americana SEER (Surveillance, Epidemiology
and End Results), indica que el nimero de casos que
debuta con metastasis aumenté entre 2004 y 2014 del
1,9 a 2,4 por 100 000 habitantes, a la vez que disminuyo
la edad de presentacion de CaP diseminado (29).

Por ello, la recomendaciéon americana del USPSTF
fechada en 2012, en la que se pronunciaba en contra
de la practica del cribado del CaP, ha generado du-
das en relacion a un posible aumento del nimero de
pacientes que, en ausencia de cribado, debutan con
metastasis (30).

El estudio europeo ERSPC apunta en este mismo
sentido. Los datos publicados en 2012, y con una me-
diana de seguimiento de 11 anos, indican que el por-
centaje de pacientes con metastasis o PSA superior a
100 pg/L era del 2,6 % en el grupo de cribado, mientras
que ascendia al 79 % en el grupo control (10). En este
mismo estudio, y con una mediana de seguimiento de
12 anos, se muestra que habia 256 pacientes con CaP
metastasico en el grupo de cribado y 410 en el grupo
control. De ello resulta una incidencia acumulada del
0,67 % y del 0,86 % por cada 1000 varones, respectiva-
mente (p <0,001) (31). Estas diferencias se confirmaron
en una actualizacién posterior publicada en 2019, en la
que los porcentajes de pacientes con CaP metastasico
fueron del 4 % en el grupo de cribado y del 9,6 % en el
grupo control (5).

Observamos en todos estos estudios que la decision
de no hacer el cribado del CaP con PSA permite cierta-
mente reducir el sobrediagndstico de esta enfermedad
y evita los muchos efectos adversos relacionados tanto
con la biopsia como con el posible tratamiento en caso
de que se diagnostique un CaP. Sin embargo, no ha-
cer el cribado tiene como contrapartida un retraso en
el diagndstico en un numero apreciable de casos, con el
consiguiente empeoramiento del prondstico.

La valoracion de la idoneidad del cribado del CaP
con PSA debe, pues, evaluarse junto a los riesgos de-
rivados de hacer medidas de PSA, los posibles riesgos
derivados de no hacerlas, en el sentido de que ello
puede favorecer una migracion de la enfermedad hacia
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estadios mas avanzados. En este sentido, la recomen-
dacién americana del USPSTF correspondiente a 2018
sobre el cribado del CaP era menos restrictiva que en
2012. Asi, si bien subrayaba que el cribado tiene un be-
neficio pequeno, también indicaba que para varones
de edades comprendidas entre los 55 y los 69 anos se
deberia alcanzar una decisién compartida entre médico
y paciente sobre la oportunidad del cribado valorando
sus riesgos y sus beneficios y teniendo en cuenta las
preferencias del paciente (32).

VIGILANCIA ACTIVA

La vigilancia activa se ha propuesto como una ma-
nera de soslayar los inconvenientes asociados al so-
bretratamiento del CaP, de manera que un tratamiento
radical solo se aplique en aquellos pacientes que lo
precisen. El CaP es un tumor con una alta prevalencia,
como lo muestra la elevada presencia de tumores no
diagnosticados en las autopsias, especialmente a partir
de los 70 anos (33). Su prondstico es, por tanto, muy
heterogéneo, puesto que incluye desde tumores indo-
lentes con una muy baja probabilidad de progresién,
que incluso pueden no haber sido diagnosticados en
vida del paciente, hasta tumores agresivos que requie-
ren un tratamiento precoz.

La disponibilidad de indicadores que permitan clasi-
ficar el CaP en funcion de su riesgo de progresién ha
permitido individualizar el tratamiento para cada situa-
cion. Existen distintas clasificaciones para estratificar
el riesgo de progresion del CaP. Entre ellas destaca la
de D’Amico, que reconoce un mejor prondstico en pa-
cientes con grados de Gleason inferiores a 7 (grado 1
segun la modificacion de la ISUP) y una concentracion
de PSA <10 pg/L (34). Incluso algunos autores han su-
gerido que los tumores con un grado de Gleason 6 o
inferior (grado 1 de la ISUP) no deberian etiquetarse
como cancer, puesto que tienen un potencial extrema-
mente bajo de causar metastasis (35), aunque es un
tema polémico.

En todo caso existen trabajos que afirman que aque-
llos pacientes con un tumor indolente pueden bene-
ficiarse de la vigilancia activa como alternativa a un
tratamiento radical, bien sea este una prostatectomia
o un tratamiento con radioterapia, que deberian reser-
varse para tumores clinicamente significativos (36). La
vigilancia activa consiste en diferir el tratamiento hasta
aquel momento en el que se observa la progresion del
tumor. Para ello el paciente es cuidadosamente segui-
do mediante medidas seriadas de PSA, asi como con
la realizacion periddica de un tacto rectal, de una re-
sonancia magnética y de una biopsia prostatica, con
objeto de valorar un posible aumento en el grado de
Gleason del tumor.

Los programas de vigilancia activa van dirigidos
preferentemente a varones jovenes con el objeto de
evitar los efectos adversos que puede comportar todo
tratamiento radical. En general, se incluyen pacientes
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con un tumor con grado de Gleason inferior a 7 (grado
1 de la ISUP) y un PSA inferior a 10 pg/L, si bien, cuan-
do se trata de pacientes con una proéstata voluminosa,
pueden incluirse pacientes con PSA superior, pero con
una densidad de PSA (correspondiente al indice entre
la concentracién de PSA y el volumen de la préstata)
menor a 0,15 (37).

DATOS RECIENTES SOBRE LOS RESULTADOS
DE LOS ESTUDIOS ERSPC EUROPEOY PLCO
AMERICANO

Las diferencias en los resultados obtenidos en los
estudios ERSPC (6) y PLCO (7) han marcado en buena
parte la evolucion de la controversia en torno a la con-
veniencia de practicar o no el cribado del CaP median-
te determinaciones de PSA. Hay tres datos adicionales
que debemos considerar para valorar adecuadamente
los resultados disponibles de estos estudios.

En primer lugar, el estudio americano PLCO presen-
ta una importante contaminacion con medidas de PSA
en la rama control, que ha sido cifrada entre el 42 y el
50 % (38), mientras que en el estudio europeo ERSPC
ha sido estimada como inferior al 15 % (39). De hecho,
los propios autores del ensayo americano reconocen
que el estudio debe considerarse como una compara-
cion entre un programa organizado de cribado frente a
un programa de cribado oportunista (13), a la vez que
concluyen que el ensayo americano PLCO no responde
finalmente a la cuestion de la eficacia del cribado del
CaP (38).

En segundo lugar, debemos considerar que las con-
clusiones opuestas de ambos estudios pueden estar
relacionadas con las distintas particularidades que
los caracterizan. Ademas del citado impacto desigual
de la contaminacion con medidas de PSA en el grupo
control, afecta, por ejemplo, la diferente intensidad del
cribado en ambos estudios o el porcentaje de biopsias
realizadas cuando el cribado es positivo, de manera
que, si en el ensayo europeo fue del 86 %, en el ameri-
cano fue de tan solo el 35 %. Un estudio de microsimu-
lacion elaborado por De Koning y cols. (40) minimiza
estas diferencias y, por tanto, sus conclusiones mejo-
ran las que se sostienen en la simple agregacién de
resultados que ofrecen los metaanalisis. Los autores
de este estudio concluyen que, soslayando estos in-
convenientes, los resultados de ambos estudios serian
mucho mas similares. De forma semejante, también
mediante un estudio de microsimulacion, se ha obser-
vado que las diferencias presentes en los resultados
de los ocho centros participantes en el estudio europeo
serian menores si se obviara la variabilidad existente
en su diseno y realizacion (41).

En realidad, los estudios de cribado se alejan de lo
que seria un programa ideal. Los estudios de simula-
cidén sugieren que, en circunstancias de cribado idea-
les (sin contaminacion con medidas de PSA en la rama

control, riguroso seguimiento del protocolo y cum-
plimiento de las recomendaciones de realizacion de
una biopsia), la disminucién de la mortalidad debida
a CaP en el grupo de cribado con PSA con respecto al
grupo de no intervencioén llegaria a ser de alrededor
del 40 % (40).

Finalmente, y en tercer lugar, hay que subrayar que
los resultados del estudio europeo no solo han ido con-
firmandose en las sucesivas actualizaciones que se han
publicado, sino que se han visto reforzados conforme
ha ido aumentando el tiempo de seguimiento. Asi, con
13 anos de seguimiento se observaba una reduccién en
la mortalidad por CaP del 21 %, que aumentaba hasta
el 27 % cuando se consideraban los incumplimientos
del protocolo (11). La ultima actualizacién de datos, pu-
blicada en 2019, confirma estos resultados. Se obser-
vaba que la diferencia absoluta en mortalidad entre los
grupos de cribado y de control se incrementa desde
0,14 % a los 13 anos de seguimiento hasta el 0,18 % a
los 16 anos de seguimiento (5). Igualmente, el nUmero
de casos que es necesario cribar para evitar una muer-
te por CaP desciende desde 48 en el primer informe
publicado con 9 anos de seguimiento hasta 18 en la
actualizacién correspondiente a los 16 anos de segui-
miento (5).

NUEVOS MARCADORES TUMORALES
EN LA DETECCION DEL CANCER DE PROSTATA

Es conocida la falta de especificidad del PSA como
herramienta para la deteccién de CaP, de manera que
se calcula que unicamente el 25 % de las biopsias son
positivas en pacientes con PSA elevado. Por ello, se
han disenado diversas estrategias encaminadas a dis-
minuir el elevado numero de biopsias negativas, que
incluyen desde la densidad de PSA hasta el porcentaje
de PSA libre, asi como nuevos biomarcadores, entre
los que cabe citar el 4kscore, el Prostate Health Index
(PHI) y el test Estocolmo 3 (S3M). Estos nuevos bio-
marcadores no solo deberian mejorar la especificidad
obtenida con el PSA, sino que, ademas, deberian rela-
cionarse con la agresividad del tumor con el objeto de
reducir el sobrediagndstico de esta enfermedad.

El test 4kscore ha sido disenado como un test cuyo
objetivo no es la deteccion del CaP, sino la deteccion de
CaP de alto riesgo. Este test incluye la determinacion
de PSA, PSA libre, PSAintacto y la calicreina humana de
tipo 2 (hk2), que se combinan con la edad del paciente,
el resultado del tacto rectal y la posible existencia de
una biopsia negativa previa. Los primeros resultados
disponibles para este test, que mostraban areas bajo la
curva superiores a 0,80 (42), han sido posteriormente
confirmados a través de un estudio prospectivo multi-
céntrico que muestra su eficacia para ahorrar biopsias
con una minima pérdida de tumores de alto grado (43).
No muy distintos son los resultados de PHI, que inclu-
ye la medida de PSA total y libre y de la fraccion -2 de
proPSA. Se ha indicado su relacién con la agresividad
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del tumor, asi como su mayor area bajo la curva con
respecto a PSA o al porcentaje de PSA libre, con una
utilidad elevada en pacientes con una prostata de ta-
mano pequeno o mediano (42,44,45).

El test S3M incluye la determinaciéon de cinco bio-
marcadores plasmaticos (PSA, PSA libre, hK2, citocina
inhibidora de los macréfagos 1 (MIC1) y B-microsemi-
noproteina [MSMB]), junto a un panel de 254 polimor-
fismos de nucleétido Unico (SNP) relacionados con
CaP y diversos datos demogréficos y clinicos (edad,
historia familiar de CaP y la posible existencia de una
biopsia negativa previa). Este test supera la eficacia
diagndstica del PSA en la deteccion de CaP de alto ries-
go, con un area bajo la curva superior a 0,80 (46). En un
estudio piloto realizado en Stavanger (Noruega), con la
participacion de 4784 individuos, se ha valorado la sus-
titucion de la medida de PSA por el test S3M e indica
que este permite aumentar la deteccion de CaP clinica-
mente significativo a la vez que disminuye el numero
de tumores indolentes diagnosticados (47).

PSA EN LA PREDICCION DEL CANCER
DE PROSTATA

Los marcadores tumorales pueden estar elevados en
pacientes con diversas enfermedades benignas, princi-
palmente en relacion a un déficit en su metabolizacion
y eliminacién o bien a causa de un componente infla-
matorio o hiperplasico importante (48). La hiperplasia
benigna de prostata es la principal causa de falsos
positivos en el caso del PSA. Esto plantea un proble-
ma de diagnéstico diferencial con el CaP, puesto que
ambas enfermedades son particularmente frecuentes
a partir de los 60 anos. Sin embargo, la especificidad
del PSA es mucho mayor en pacientes jévenes, cuando
la préstata aun no ha empezado a agrandarse. Ello ha
suscitado que algunos autores propugnen el uso de un
valor discriminante ajustado a la edad del paciente v,
de hecho, en el estudio europeo ERSPC se decide la
realizacion de biopsia a partir de una concentracion de
PSA de 3 pg/L o incluso inferior.

La elevada especificidad del PSA en la mayoria de
sujetos jovenes es el dato que explica su capacidad
para predecir el desarrollo de un CaP anos o incluso
décadas antes de ser diagnosticado, como han mostra-
do diversos estudios. Esta observacion sugiere que la
liberacion del PSA a la sangre seria un hecho temprano
en el proceso de desarrollo del tumor o incluso, como
también se ha propuesto, la posible implicacion del
PSA en el desarrollo inicial de la carcinogénesis (49).

Los primeros datos que describen la capacidad del
PSA para predecir el futuro diagnostico de un CaP se
publicaron en 1994 por Stenmann y cols. (50) tras eva-
luar una cohorte de 21 172 sujetos de edades compren-
didas entre los 45 y los 84 ahos que habian tomado
parte en un programa de cribado realizado en Finlan-
dia entre 1968 y 1973. Los autores concluian que una
elevacion de PSA superior a 2,5 pg/L permitia prede-
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cir la aparicion de un CaP a lo largo de la década si-
guiente a la medicién del PSA, si bien el numero de
CaP diagnosticados era solo de 44 y Unicamente 24
de estos pacientes eran menores de 65 anos. El estu-
dio plantea la duda de la calidad de los resultados de-
bido a una posible falta de conservacion de la muestra,
tanto a causa del largo periodo de tiempo transcurrido
desde su obtencion como a que las muestras fueron
descongeladas y vueltas a congelar 10 ahos antes de
la realizacion del estudio. Por otro lado, sin embargo,
este estudio no tiene un sesgo de verificacién causado
por la realizacion de mas pruebas encaminadas a de-
tectar un CaP en los pacientes con PSA elevado, dado
que las muestras fueron obtenidas previamente a la
era del PSA.

Las subsiguientes aportaciones de otros autores
han subrayado la capacidad del PSA medido a una
edad temprana para predecir el diagndstico de un
CaP e incluso la aparicion de metastasis y la muerte
a causa de este tumor. La tabla | muestra un resumen
de estas aportaciones (50-56). Recientemente, Kovac
y cols. (56) han documentado, en una serie muy am-
plia, la asociacién entre el PSA basal y el posterior
diagnodstico de un CaP clinicamente significativo. El
estudio incluye 10 968 individuos correspondientes al
ensayo americano PLCO, con edades comprendidas
entre los 55 y los 60 anos y un tiempo de seguimiento
de 13 anos. La incidencia de CaP clinicamente signi-
ficativo reportada por los autores del estudio fue del
0,4 % cuando el PSA era menor a 0,49 pg/L, mientras
que ascendia paulatinamente conforme lo hacia la
concentracién de PSA, tal como se muestra a conti-
nuacioén: 1,5 % para PSA 0,5-0,99 ug/L; 5,4 % para PSA
1-1,99 pg/L; 10,6 para PSA 2-2,99 ug/L; 15,3 % para
PSA 3-3,99 ug/L 'y 29,5 % para PSA superior a 3,99 ug/L.

Estos resultados sugieren que una determinacién ba-
sal de PSA es util para estratificar el riesgo de padecer
un CaP y diferenciar aquellos individuos que deberian
incluirse en un programa de cribado del CaP de los que
podrian ahérraselo, sin que por ello aumente en un fu-
turo la morbilidad o la mortalidad causadas por CaP.

El estudio aleman PROBASE, actualmente en curso,
tiene como objetivo valorar el impacto en el desarrollo
de metastasis causadas por CaP tras 15 anos de segui-
miento. El intervalo entre las medidas de PSA se esta-
blece en funcion del riesgo individual segun el valor de
PSA basal realizado a los 45 o a los 50 anos (57).

UN CRIBADO PERSONALIZADO DEL CANCER
DE PROSTATA

En los ultimos anos, diversos autores (58-64) (Tabla Il)
han sugerido la necesidad de introducir un cambio en
la perspectiva desde la que abordar el cribado del can-
cer de prostata a la vista de la evidencia disponible.
Se trataria de superar la dicotomia entre cribar a todo
el mundo o no cribar a nadie para basar el cribado en
una estratificacion del riesgo para desarrollar un CaP.
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Tabla I.

Sumario de resultados referentes a la capacidad de un PSA basal para predecir el desarrollo
de cancer de prostata

69

Autor Diseno del estudio I_\Iur_m_ero e el Llicd Resultados
individuos de CaP basal
Stenmann Estudio de casos La elevacion de PSA superior a 2,5 ug/L
cols. (50) y controles anidado 21172 44 45-84 predice la aparicion de un CaP en la
Y : (Finnish Cancer Registry) década siguiente a la medicion del PSA
Gann Estudio de casos El riesgo relativo de que se diagnostique
cols. (51) y controles anidado 22 071 366 40-84 un CaP aumenta a medida que aumenta
Y ’ (Physicians' HealthStudy) el PSA
. . La deteccién de un CaP es mayor en
Loeb ST [P e varones de entre 40 y 59 anos con PSA
cols. (52) ClBETIERE Ch (E1P LIS 2 el S superior a la mediana de su grupo
Y ’ (Washington PSA Study) P . grup
poblacional
El PSA medido entre los 44 y los 50 anos
Lilia Estudio de casos permite estratificar el riesgo de que se
c:ols (53) y controles anidado 21277 462 44-50 diagnostique un CaP, de manera que un
Y ’ (Malmo Preventive Project) aumento en 1 pg/L de PSA se asocia con
una oportunidad relativa de CaP de 3,69
Vickers Estudio de casos La medida de PSA a los 60 anos se
cols. (54) y controles anidado 1167 126 60 relaciona con el desarrollo de CaP
Y ’ (Malmo Preventive Project) metastasico y la muerte por CaP
Estudio de casos L . .
Ny yemoesandsdo | zon 2w dssa  LSSIenanindersh e peder
Y : (Physicians’ HealthStudy) 2
Kovac Estudio prospectivo 10 968 970 55-60 Asociacion entre el PSA y el diagndstico
y cols. (56)  de cribado de CaP (PLCO) de un CaP clinicamente significativo

Tabla

Propuestas para redefinir la estrategia de cribado del cancer de prostata

Autor Ano Propuesta
Randazzo y cols. (58) 2015 Cribado individualizado
Sjoberg (59) 2015 Cribado inteligente
Conran y cols (60) 2016 Atencion personalizada del cancer de prostata
Eapen y cols. (61) 2017 Una estrategia inteligente que supere la dicotomia entre cribar a todos o no cribar a nadie
Carlsson y Roobol (62) 2017 Cribado inteligente y optimizacion del balance entre beneficios y perjuicios
Vickers (63) 2019 No realizar el cribado en varones que no se beneficiaran
Remmers y Roobol (64) 2020 Una estrategia personalizada del cribado

Se trata de iniciativas designadas con nombres tales
como cribado inteligente, cribado individualizado o es-
trategia personalizada y basadas en una estratificacion
del riesgo.

La decision de incluir o no a un individuo en un pro-
grama de cribado con PSA o la intensidad de dicho cri-
bado, segun las evidencias mencionadas en el apartado
anterior, podria personalizarse en funciéon de la medida
de PSA a una edad temprana. Los resultados de esta

estrategia, que pretende disminuir el nimero de biop-
sias negativas y reducir el sobrediagnéstico, podrian
verse reforzados con la disponibilidad de nuevos mar-
cadores encaminados a detectar Unicamente tumores
agresivos o con calculadoras de riesgo, como el Rotter-
dam Prostate Cancer Risk Calculator, que integran di-
versas variables para establecer cual es la probabilidad
de tener un CaP (65). Debe mencionarse especialmente
la aportacidon de la resonancia magnética (RM) multi-
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paramétrica, puesto que permite obtener, mediante la
clasificacion Pi-Rads (siglas que corresponden a Pros-
tate Imaging-Reporting and Data System), informacién
sobre el riesgo de tener un CaP y en definitiva decidir o
no la realizaciéon de una biopsia.

La iniciativa méas destacada a este respecto corres-
ponde a la European Association of Urology (EAU).
Esta sociedad viene sugiriendo desde hace unos anos,
y cada vez con mayor énfasis (66,67), la utilidad de una
medida basal de PSA obtenida a los 40-45 anos que
permitiria determinar cada cuanto es necesario medir
el PSA en cada paciente. Se define asi una estrategia
personalizada segun el riesgo de cada individuo que
vendria a sustituir el cribado generalizado a toda la po-
blacion.

En su recomendacion, fechada en 2013 (68), la EAU
indicaba que un PSA superiora 1 ug/L alos 45 afnos o
superior a 2 ug/L a los 60 anos se asocia con una pro-
babilidad significativamente elevada de mortalidad
causada por CaP. Igualmente, en esta recomendacion
se indica que los intervalos del cribado deberian ser
de 2-4 anos para varones con PSA superiora 1 ug/L a
los 45-59 anos, mientras que podria espaciarse a los
8 anos cuando el PSA es inferior a esta concentra-
cion. Unos criterios semejantes se indican en la ac-
tualizacion de la guia clinica correspondiente a 2022
(Tabla 1l1) (69).

El 22 de enero de 2019 se reunieron en el Parlamento
europeo responsables politicos, cientificos y represen-
tantes de grupos de pacientes para debatir el estado
de la cuestion sobre el cribado del CaP. En dicha reu-
nion se consider6 que el cribado del CaP deberia re-
plantearse teniendo en cuenta las evidencias recientes,
tal como se indicaba en el documento Policy paper on
PSA screening for Prostate Cancer (70), que cuenta con
el decidido apoyo de la EAU. Un segundo documento
de la EAU, fechado en abril de 2020 vy titulado White
Paper on Prostate Cancer (71), consistia en unas reco-

mendaciones a la Union Europea para hacer frente al
CaP en las que se subrayaban las ventajas de un em-
pleo mas inteligente del PSA, que deberia incluir la RM
multiparamétrica y otras herramientas de estratifica-
cion del riesgo con el objetivo de disminuir el nimero
de biopsias practicadas y el sobrediagnéstico de este
tumor.

El contenido de estos documentos se ha visto refle-
jado en tres articulos publicados entre 2019 y 2021 que
establecen la posicién de la EAU frente al cribado del
CaP (72-74). La propuesta de la EAU consiste en decidir
el intervalo de medidas de PSA en funcion de un PSA
basal. Asi, para individuos de entre 50 y 70 afnos, el PSA
debe medirse cada 2-4 anos si esta entre 1y 3 pg/L.
En cambio, si el PSA es menor a 1 ug/L, debera re-
petirse cada 5 anos para edades comprendidas entre
50 y 59 anos v, si se trata de individuos de entre 60 y
70 anos, debe detenerse el cribado.

Cuando el PSA sea superior a 3 pg/L debera valorar-
se la probabilidad de que exista un CaP de alto riesgo
mediante un nomograma de estratificacion que incluya
edad, historia familiar de CaP, densidad de PSA y tacto
rectal. En aquellos casos con elevada probabilidad de
un CaP de alto riesgo se realizara una RM multiparamé-
trica que, a su vez, determinara en qué casos es nece-
sario hacer una biopsia de la prostata y en qué casos
basta con un seguimiento del paciente.

Todo ello deberia revertir en una disminucion de
costes (puesto que se harian menos determinaciones
de PSA, y en consecuencia, menos biopsias), una dis-
minucion de falsos positivos (puesto que se evitaria
hacer determinaciones de PSA en sujetos mayores en
los que el PSA basal era bajo), una disminucion del
sobrediagnostico (muchos CaP indolentes se detectan
porque el PSA esta elevado de forma inespecifica, sin
relacion alguna con la presencia de un tumor) y una
disminucion de efectos adversos relacionados con la
biopsia o el tratamiento, que no siempre es necesario.

Tabla IlI.

Recomendaciones de la European Association of Urology (69) en relacion al cribado del cancer de prostata

Recomendaciones

Grado de fortaleza

No realizar cribado con PSA sin discutir previamente los posibles riesgos y los beneficios asociados

al cribado Fuerte
Ofrecer una estrategia individualizada al riesgo a varones bien informados con una expectativa Débil
de vida superior a 10-15 anos

Ofrecer una determinacion precoz de PSA a individuos bien informados y con riesgo elevado

de cancer de prostata: mayores de 50 anos, mayores de 45 anos con historia familiar de cancer de Fuerte
proéstata, descendientes de africanos mayores de 45 anos y mayores de 40 anos portadores

de mutaciones en BRCA2

Ofrecer una estrategia adaptada al riesgo (segun el PSA basal) con un intervalo de seguimiento Débil
de 2 anos en varones con PSA > 1 ug/L a los 40 afnos o con PSA > 2 ug/L a los 60 ahos

Posponer el seguimiento a los 8 anos en aquellos varones que no son de riesgo

Detener el cribado en relacidn a la esperanza de vida o al mal estado funcional, puesto que es poco Fuerte

probable que beneficie a hombres que tienen una expectativa de vida inferior a 15 afnos
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En esta estrategia se concentran los recursos en estra-
tificar el riesgo de padecer un CaP clinicamente signi-
ficativo, y en definitiva, en detectar los tumores que si
precisan un tratamiento radical. Tras el diagnostico, si
el tumor tiene una baja probabilidad de progresion, el
sobretratamiento puede evitarse valorando la inclu-
sidon del paciente en un protocolo de vigilancia activa.

CONCLUSIONES

La implementacion del PSA en el cribado del CaP ha
sido motivo de una larga y de una profunda polémica
que ha puesto en duda su utilidad. Una lectura critica
de los resultados obtenidos en los estudios europeo
ERSPC y americano PLCO cuestiona muchos de los ar-
gumentos contrarios al cribado a causa de las deficien-
cias metodoldgicas del estudio americano. Por otro
lado, se ha observado que los planteamientos restricti-
vos sobre el uso de PSA en el cribado del CaP pueden
ser causa de un retraso en el diagnostico en un nimero
apreciable de casos, con la consiguiente migracion de
la enfermedad hacia estadios méas avanzados.

En el curso de los ultimos anos se han producido diver
sas novedades que también suscitan un replanteamiento
en la estrategia del cribado del CaP mas alla de la disyun-
tiva entre cribar a todo el mundo o no cribar a nadie. De
hecho, en la actualidad disponemos de nuevas herra-
mientas que podrian suponer estrategias de cribado mas
eficientes, ya que seleccionan grupos de riesgo para CaP
y podrian reducir el sobrediagnéstico de la enfermedad.

En primer lugar, debemos mencionar la vigilancia ac-
tiva como una manera de reducir el sobretratamiento
de la enfermedad. En segundo lugar, hay que subrayar
la notoria aportacion de la RM multiparamétrica, que
ha supuesto una cambio radical en el diagndstico del
CaP, puesto que permite realizar la biopsia tan solo en
aquellos individuos que con una elevada probabilidad
presentan un tumor. En tercer lugar, hay que destacar
las calculadoras de estratificacion del riesgo y los nue-
vos marcadores que se relacionan con la agresividad
del CaP y cuya implementacién deberia contribuir a
detectar selectivamente estos tumores. Finalmente, y
de manera destacada, hay que citar los estudios que
valoran positivamente la capacidad de un PSA basal
para predecir el futuro diagnodstico de un CaP vy, en de-
finitiva, para definir grupos de riesgo. Las recientes re-
comendaciones de la EAU vienen a superar la polémica
disputa entre cribar a todos los hombres o no realizar
el cribado del CaP, optando por una estrategia persona-
lizada del cribado de este tumor.
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petencias laborales en determinadas areas de capaci-

*Ver anexo de coautorias al final.

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener ningun conflicto de interés.
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tacion, como conocimientos, habilidades, actitudes y
desempenos, para seguir desarrollando su ejercicio
profesional de forma competente.

La recertificacion de la especialidad es una creden-
cial en la que las sociedades cientificas, junto con la
Administracion sanitaria, certifican por periodos de
6 anos que un médico ha tenido un desarrollo profe-
sional (DP) que supera los requisitos previamente defi-
nidos para ejercer como médico especialista.
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OBJETIVO DEL CONSEJO ASESOR FACME
DE RECERTIFICACION DE LA ESPECIALIDAD

Definir la estructura basica del modelo comun de
recertificacion de las especialidades médicas en con-
senso entre todas las sociedades cientifico-médicas
integradas en la FACME.

Este documento recoge los modelos de desarrollo
profesional continuo (DPC) y de recertificacién pre-
viamente existentes en varias sociedades cientificas
(SSCC) y que ha tomado también como referencias
para una posible convalidacion el modelo europeo vy el
canadiense. Las conclusiones acerca del modelo Unico
comun son fruto de un amplio consenso de requisitos
minimos entre las SSCC que componen FACME.

REQUISITOS CONSENSUADOS POR EL GRUPO
DETRABAJO DEL CONSEJO ASESOR DE FACME

— El modelo debera ser sencillo en su estructura, de-
sarrollado con rigor cientifico, con unos requisitos
preestablecidos y debera poder ser compatible y
convertible a los modelos internacionales.

— Se establecen como competencias las especificas
de cada especialidad (centradas mas en la propia
competencia que en enfermedades) y las transver-
sales, revisadas recientemente por FACME.

— Las SSCC, siguiendo las directrices generales es-
tablecidas en este consenso, deberan desarrollar
las competencias evaluadas y definir el indicador
para evaluarlas y el limite minimo para considerar
la competencia como “apta”.

— Cada SSCC nombrara un comité de recertificacion
formado por especialistas de esa SSCC considera-
dos como “expertos” en herramientas de docencia
y de evaluacion. Las funciones seran:

1. Fijar y revisar periédicamente las competen-
cias, los indicadores de cada una y los limites
para considerarlas “aptas”.

2. Revisar las solicitudes y elaborar la propuesta
de “recertificado” o “pendiente de recertificar”
identificando las areas en las que deben am-
pliarse las evidencias.

— El consejo asesor de FACME podra ser consultado
por los comités de expertos de las SSCC en los
aspectos que consideren necesarios dentro del
proceso de evaluacion para buscar la homoge-
neidad y el consenso en los criterios utilizados. La
evaluacion de las competencias y de los grupos
competenciales incluye dos tipos de actividades:
e Tipo A: que englobaria las actividades asisten-

ciales.

e Tipo B: que comprenderia las actividades de
formacién médica continuada, la docencia y la
investigacion. Se destacan las posibilidades de
los centros de simulaciéon para la adquisicion
de habilidades. Las actividades formativas po-
drian ser actividades clinicas externas, asis-

tenciales internas y actividades internas o
individuales no asistenciales.

— Ponderar las competencias priorizadas por las
SSCC teniendo en cuenta las peculiaridades de
cada especialidad: se propone que las actividades
enmarcadas en el tipo A supongan el 60 % y las de
tipo B, el 40 %.

— Reorganizar los mapas de competencias de las es-
pecialidades para intentar ajustar de forma apro-
ximada el nimero de competencias totales de la
especialidad a 40 o agruparlas en grupos compe-
tenciales (con un nimero similar en todas las espe-
cialidades) y hacer asi uniforme la carga de horas
empleadas para su validacion. Las competencias
dependen de cada especialidad y cada especialidad
fija sus competencias dentro de unos dominios o de
unos grupos competenciales y propone los porcen-
tajes de obtencion y cuantos grupos competencia-
les minimos deben incluirse para la recertificacion.

— No debe suponer una excesiva carga burocratica
parael médicoy lasolicitud de este reconocimiento
debe favorecer el desempeno asistencial en la prac-
tica diaria (usando para ello indicadores de
practica clinica habitual proporcionados por las
direcciones, en los pactos de gestion anuales, en
las autoauditorias o en los autorregistros sobre el
numero de procedimientos) y demas actividades
de formacion e investigacion.

— El periodo de recertificacion se acuerda en 6 anos.
Cada sociedad cientifica exige un minimo de 6
competencias en 6 anos (o un porcentaje equiva-
lente a 6 competencias de las 40 que corresponde
a la totalidad de competencias; es decir, el 15 % de
las competencias globales), distribuidas de forma
homogénea en los dos trienios o0 como minimo
aportando evidencias en al menos 3 anos de los 6
anos que se evaluan.

— Que las competencias se alcancen, al menos, en
dos trienios diferentes para demostrar cierta regu-
laridad en su desempeno; es decir, que el minimo
de competencias no sea obligatoriamente anual.

— La recertificacién se plantea para aquellos médi-
cos con labor asistencial continuada en los 6 afos
previos. Los médicos que hayan interrumpido
su trabajo asistencial de manera prolongada por
cualquier circunstancia dispondran de un proceso
de mejora para alcanzar la recertificacion. En las
actividades de tipo B se tendra en cuenta el incre-
mento progresivo y la proporcion de actividades
docentes sobre las actividades de formacion con-
tinuada de los profesores.

Una vez finalizado el modelo se propone publicarlo
en una revista cientifica y registrarlo mediante copy-
right e ISBN de FACME/SSCC (con uso libre por todas
las SSCC) para evitar su utilizacion sin el permiso ex-
plicito de FACME.

La evaluacion de las competencias y de los grupos
competenciales incluye dos tipos de actividades, como
se propone en los siguientes modelos de ejemplo:

[Rev Med Lab 2022:3(2):74-78]
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Actividades de tipo A

Actividades de tipo A:

competencias clinicas especificas
(determinadas por cada sociedad

cientifica)

6 competencias (o una equivalencia del 15 % de las competencias globales de
la especialidad) en dos bloques de tres anos, con evidencias en un minimo
de tres de los seis anos evaluados

A1: asistenciales

Cada competencia o grupo competencial

Competencias especificas de cada

especialidad

Desempeno-actividad asistencial:

Ndmero / ano

Indicadores que midan la actividad
asistencial
Autoauditorias

Competencias especificas
de cada SSCC:
Numero de técnicas / ano

Certificacion
Direccion del centro

Competencias transversales:

Desempeno-actividad asistencial:

Numero / ano

Indicadores que midan la actividad
asistencial
Autoauditorias

Competencias transversales:
Numero de técnicas / afno

Certificacion
Admision / codificacion

Estancias
Numero de dias

Certificacion de la Direccion del centro

de destino

Certificacion
Admision / codificacion

A2: gestion

Comisiones / Comités
Grupos de trabajo

Certificacion de la Direccion del centro

A3: competencias transversales

1. Bioética

2. Comunicacidn asistencial

3. Trabajo en equipo

4 Gestién de calidad y de seguridad del paciente

5. Orientacion al paciente y razonamiento clinico

6. Gestion clinica y orientacion a resultados

7. Aspectos médicos y legales de las profesiones sanitarias
8. Gestion de la informacion

9. Promocidn de la salud y prevencién de la enfermedad
10. Idiomas

Actividades de tipo B

B1: formacion
continuada

Nuamero de créditos
Numero de actividades

Con créditos
(SNS/UEMS/SEAFORMEC)

Certificacion oficial

Actividad de formacion continuada

de contenido relacionado con la especialidad
Realizacion de master universitario

Cursos de experto o especialista universitario
Actividad docente intraservicio

Certificacion del centro / de la sociedad

[Rev Med Lab 2022:3(2):74-78]
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Actividades de tipo B (Cont.)

Horas lectivas
Minimo de 4 actividades en al menos 3 anos

Organizacion de actividades formativas
Imparticion de docencia Docencia presencial /
online organizada por la universidad, entidades
privadas o SSCC

Certificacion acreditada

B2: docente Sesiones clinicas del propio servicio o cfentro de por la universidad o el centro docente

salud, general del hospital, multidisciplinares, etc. -

Tutorfa al p d q Docente de la especialidad

utoria alumnos de grado, posgrados . . -~ .
. g posg Docente de universidad: catedratico, titular,

y residentes Colaborador docente en centros asociado o lector

con MIR/EIR/PIR/FIR o jefes de estudios /

técnicos de salud de unidades docentes

Participacion en tribunales de tesis doctorales

o de examenes oficiales

Publicaciones Nacional

Capitulos de libros Internacional

Editor de libros

. Certificacion acreditada (de la finalizacion de la
Investigacion . . .
investigacion o memoria final con resultados)

B3: cientifica- Fondo publico - fondo privado IP

investigacion

Fondo publico - fondo privado

Colaborador

Comunicaciones / posteres en congresos

Nacional
Internacional

Mesas, ponencias y conferencias

Nacional
Internacional

77

Tesis doctoral /TFM

Cum laude + 1

B4: otros méritos

Premios y becas

Certificacion acreditada

Sociedades (cada una)

Certificacion acreditada

Actividad editorial
Colaboracion en examenes oficiales
Miembro de sociedades cientificas

Participacion en sociedades cientificas: grupos
de trabajo, comités, revisiones, etc.

Premios y becas

Actividades de divulgacion a la sociedad
y asociaciones de pacientes

— Revisor de revista con Fl

— Revisor de revista sin Fl

Editor Jefe

— Comité editorial o de redaccién con Fl
— Comité editorial o de redaccion sin Fl

Validacion / propuesta de recertificacion favorable por las SSCC

Validacion/propuesta
de recertificacion
favorable por

las SSCC

Nuamero de anos: 6

(valoracion de competencias o grupos competenciales en dos trienios)

Competencias o grupo competenciales
validadas

Minimo: 6 en total (o equivalencia del 15 % de
las competencias globales de la especialidad)
en los dos trienios (recomendacion: 3 en cada
trienio con evidencias en un minimo de tres
de los seis anos evaluados)

Recomendaciones. La evaluacion de las
competencias/grupos competenciales incluye
dos tipos de actividades:

- 60 % de las competencias de tipo A:
Recomendado: A1 50 + A2 10

- 40 % de las competencias de tipo B:
Recomendado: B1 10 + B2 10 + B3 10 + B4 10)

Otra priorizacién de competencias
por las peculiaridades de cada SSCC
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Las SSCC definiran en estas tablas las puntuaciones, profesionales de la salud con los que se trabaje

los créditos, etc., que proponen.

de forma habitual, asi como también del jefe del

Los instrumentos contemplados para evaluar las servicio/coordinador o director del centro, de ad-

competencias son:

1. Observacién de la practica clinica, estructurada o

no estructurada.

2. Observacion en contextos simulados.
3. Audit, que contara con la firma/certificacién de la di-

ministrativos y de los pacientes. Ademas, puede
incluir la autoevaluacion.

5. Porfolio: registro de actividades y reflexiéon. Permi-
te incluir documentacién de los instrumentos de

reccion del centro siempre que sea posible (excepto evaluacion descritos previamente.
autéonomos con actividad asistencial individual). 6. Otros: como técnicas, simuladores, ECOE, casos
4. 360°, basada en la coleccion de informacién de clinicos con preguntas u otros instrumentos vali-
multiples fuentes: médicos, enfermeria o de otros dados o reconocidos.
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CASO CLiNICO

Se expone el caso de un varon de 56 anos remitido al
Servicio de Urgencias por deterioro de su estado gene-
ral. Se trata de un paciente en situacion de indigencia
que afirma encontrarse fatigado, con falta de apetito y
sin ganas de vivir. Niega consumo reciente de alcohol
o toxicos. Sin clinica infecciosa.

Como antecedentes personales destaca el consumo
de alcohol, de tabaco, de cocaina y de tetrahidrocanabi-
nol (THC) en el pasado, trastorno esquizoafectivo, perso-
nalidad de tipo cluster y melanoma pretibial derecho en
estadio Illb con mutacién en el gen BRAF en tratamiento
con nivolumab adyuvante planteado para 12 meses, pero
del que solo recibié 5 dosis, pues no volvio a consulta (la
ultima, 8 meses antes del cuadro). En la exploracion fisi-
ca destacan ligera hipotensién, con 91/53 mm Hg, hipo-
glucemia capilar (54 mg/dL) y signos de deshidratacion
y de caquexia. En la auscultacién cardiopulmonar no se
escucharon soplos ni ruidos sobreagregados ni se evi-
dencid dificultad respiratoria. El abdomen se encontra-
ba blando, depresible y sin masas ni visceromegalias. El
resto del examen fisico fue normal.

Se realizd una analitica de laboratorio, cuyos valores
se recogen en la tabla |, en la que destacaron la glucosa
(50 mg/dL) y el sodio (132 mEq/L).

Conflicto de intereses: las autoras declaran no tener ningun conflicto de interés.

Para corregir la hipoglucemia y la deshidratacion, se
administré glucosa al 33 %, fluidoterapia con suero fi-
siologico y alimentos y se decidid su ingreso para su
estabilizacion y la evaluacion del caso.

En planta se le realizé una nueva analitica (Tabla 1),
en la que destacé la tirotropina (TSH), de 5,81 mUJ/L,
la tiroxina libre (T4 libre), de 0,88 ng/dL, el cortisol, de
1,70 ug/d, la hormona adrenocorticotropa (ACTH), de <
5,0 pg/mL, y el deshidroepiandrosterona sulfato (DHEA
sulfato), de 215 ng/mL.

Se le realizd una resonancia magnética (RM) hipofisaria
en la que se evidencio realce de la hipofisis en secuencias
potenciadas en T1. Tras la administraciéon de contraste,
presento realce relativamente homogéneo (Fig. 1).

Tras los resultados de los analisis de laboratorio y la
RM, el servicio de endocrinologia concluyé como diag-
nostico insuficiencia suprarrenal secundaria a hipofisitis
linfocitaria por inmunoterapia con nivolumab, por lo que
se pautd 20 mg de hidrocortisona por la manana, 10 mg
por la tarde y 10 mg por la noche. La mejora del paciente
fue evidente en lo referente al cortisol, con 13,80 ug/dL, a
IaTSH, de 1,64 mU/L, y alaT4 libre, de 0,79 ng/dL. Persiste
la alteracion de ACTH: < 5,0 pg/mL (Tabla II).

Se dio el alta al paciente con tratamiento sustitutivo
con hidrocortisona de 10 mg tres veces al dia. Se cito al
paciente para revisién en consultas externas.
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Tabla I.

Analisis de laboratorio en urgencias

B Valo_r Valores .
obtenido de referencia
Glucosa (mg/dL) 50 75-110
LDH (U/L) 339 125-220
Sodio (mEg/L) 132 136-145
Hemoglobina (g/dL) 10,0 13,0-17,5
Hematocrito (%) 28,8 39,0-50,0
Leucocitos (x 10A3/uL) 12,43 3.5-10.5
Analisis de laboratorio en planta
B Valo.r Valores ;
obtenido de referencia

Glucosa (mg/dL) 92 75-110
Albumina (g/dL) 3,0 3,2-5,2
PCR (mg/dL) 62,5 0-5
Hierro (ug/dL) 33 65-175 Figura 1 - Resonancia magnética. En el corte axial se aprecia el
Capacidad de fijacion 156 240440 realce de la hipofisis.
total de Fe (ug/dL)
Ferritina (ng/ml) 347 22-275 Tabla II.
Hemoglobina (g/dL} 5 e Analisis de laboratorio posteriores al tratamiento
Hematocrito (%) 279 39,0-50,0 Ensayo Valo.r Valores .
VSG (mm/h) 33 0-20 obtenido de referencia
TSH (mU/L) 5,81 0,350-4,940 Cortisol (ug/dL) 13,80 3,7-19,4
T4 libre (ng/dL) 0,88 0,7-1,48 TSH (mU/L) 1,54 0,350-4,940
Cortisol (pg/dL) 1,70 3,7-19,4 T4 libre (ng/dL) 0,79 0,7-1,48
ACTH (pg/mL) <5,0 9,0-40,0 ACTH (pg/mL) <5,0 9,0 - 40,0
DHEA- sulfato (ng/mL) 215 486-3618 ACTH: hormona adrenocorticotropa; T4 libre: tiroxina libre; TSH: tirotropina.

ACTH: hormona adrenocorticotropa; DHEA sulfato: deshidroepiandrosterona
sulfato; LDH: lactato deshidrogenasa; PCR: proteina C reactiva; TSH: tirotro-
pina; T4 libre: tiroxina libre; VSG: velocidad de sedimentacién globular.

DISCUSION

El melanoma de estadio Ill es una neoplasia que se
ha propagado desde el origen a uno o mas ganglios
linfaticos primarios. En este estadio se recomienda
el uso de farmacos tipo anticuerpos monoclonales,
como el nivolumab, para prevenir la recurrencia de
la enfermedad y disminuir el riesgo de recaida. Se ha
observado que al cabo de 18 meses de tratamiento
con nivolumab el 66 % de los pacientes estan libres
de la enfermedad y se logra un 35 % de reduccién de
riesgo de recaida (1).

El nivolumab se administra por via intravenosa cada
2-4 semanas y es uno de los farmacos inhibidores

[Rev Med Lab 2022:3(2):79-81]

de los checkpoints inmunolégicos (ICPI) que actuan
estimulando los linfocitos T para que sean estos los
que eliminen la célula maligna. El nivolumab actua en
el checkpoint inmunolégico PD-1 (1-7), que tiene dos
ligandos conocidos: PD1-L1 y PD1-L2. EI PD1-L1 se
expresa en muchos tumores solidos y dentro del am-
biente tumoral actua inhibiendo la produccién de cito-
quinas y la citdlisis, lo que da a las células neoplasicas
la capacidad de evadir el sistema inmunitario (4).

El mecanismo de accién del nivolumab es bloquear
la interaccién entre PD-1 y sus ligandos, con lo que
consigue estimular la actividad citotdxica, inhibir el
crecimiento tumoral (1-4,6-8) y limitar el dano tisular
resultante de la activacion inmunitaria (4).

Los efectos adversos relacionados con la inmuni-
dad (EARI) se dan principalmente por la activacion del
sistema inmunoldégico y por su posibible afectacién a
practicamente todos los 6rganos. El porcentaje de pa-
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cientes afectados es superior al 90 % (entre el 10 y el
20 % presenta toxicidad de grado 3-4) (2,4,6,9).

Las glandulas a las que que afecta con mayor frecuen-
cia son la hipofisis y el tiroides (2,4,6-8). La afectacion de
la hipofisis es similar al cuadro clinico de la hipofisitis
linfocitaria. De no reconocerse a tiempo, pone en serio
peligro la vida y conlleva insuficiencia adrenal (4).

La afeccion tiroidea se manifiesta de manera silente,
con una fase inicial y no siempre presente de hipertiroi-
dismo seguida de hipotiroidismo (1,4,7).

Se ha descrito también que origina adrenalitis au-
toinmune, pero de aparicion mas rara (1,2,4).

El paciente presenta criterios de hipofisitis: fatiga,
apatia, hipotension, hiponatremia, niveles bajos de
ACTH y cortisol bajo, compatibles con insuficiencia su-
prarrenal y la RM es compatible con hipofisitis. Dicha
patologia se atribuye a la terapia recibida de nivolumab
para el melanoma de estadio lll. Segun la clasificacion
de toxicidad, la afectacion se encuentra en el grado 3:
grave (3,6,9); es decir, que resulta médicamente signifi-
cativa, limita las actividades de la vida diaria y requiere
el ingreso del paciente, pero no pone en peligro su vida
de manera inmediata. Llama la atencion que la ultima
dosis se haya administrado 8 meses antes del cuadro,
aunque se ha descrito que podria existir un efecto
acumulativo que explique la aparicién de la hipofisitis
hasta 11 semanas después de la infusion de otros me-
dicamentos monoclonales, como ipilimumab (4).

Entre las recomendaciones para su administracion
estan la monitorizacion de los biomarcadores de labo-
ratorio antes y después de la administracion de los me-
dicamentos potencialmente toxicos (2-4).

Ante este riesgo elevado de toxicidad, la colabora-
cion y la intervencion multidisciplinaria (oncélogos,
endocrinodlogos y analistas clinicos) en el seguimiento
y en el tratamiento de estos pacientes resulta necesaria
e indispensable, sobre todo para el diagndstico y el tra-
tamiento precoz de la insuficiencia adrenal (primaria o
secundaria), que es, sin duda, uno de los EARI mas gra-
ves (1-4). Por ello, se establecen ciertos puntos claves
para tener en cuenta en aquellos pacientes sometidos
a este tipo de tratamientos (2,4):

— Registrar las enfermedades autoinmunes previas.

— Realizar determinaciones analiticas antes del ini-
cio del tratamiento con los ICPI y establecer una
periodicidad en su monitorizacion.

— Tener en cuenta los signos y los sintomas para el
reconocimiento prematuro de los EARI con el ob-
jetivo de determinar su gravedad y la necesidad
de derivacion al especialista.

— Revisar los criterios de retirada de los ICPI.

— Determinar los criterios de curacion de EARI y los
de la retirada de su tratamiento.

PUNTOS A RECORDAR

— Los EARI se presentan en mas del 90 % de los pa-
cientes tratados con medicamentos de tipo ICPl y
entre el 10-20 % de ellos presentan toxicidad de
grado 3-4.

— La hipdfisis y el tiroides son los 6rganos mas fre-
cuentemente afectados.

— La adrenalitis autoinmune se presenta raramente
y es uno de los EARI mas graves.

— La colaboracién y la intervencion multidisciplina-
ria (oncdlogos, endocrindlogos y analistas clini-
cos) es vital para la evaluacion, el seguimiento y
el tratamiento de los pacientes usuarios de medi-
cacion de tipo ICPI ante el riesgo elevado de toxi-
cidad.
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CASO CLIiNICO

Se presenta el caso de una paciente recién nacida
con cariotipo 47,XX,+21 (sindrome de Down). Nacida a
término con adecuado peso para la edad gestacional,
parto mediante cesarea.

A su nacimiento, la paciente es ingresada en neona-
tologia debido a hipoxemia. Se le realiza una analitica
de control con anélisis bioquimico y hemograma. En la
bioquimica uUnicamente destacan la hipoglucemia,
la hipercalcemia y la bilirrubina indirecta elevada, alte-
raciones comunes en los recién nacidos. En cuanto al
hemograma no se objetivan citopenias, solo destaca la
presencia de reticulocitosis, fisiologica también en es-
tos casos. Sin embargo, los escatergramas obtenidos
mediante citometria de flujo con laser semiconductor
resultan anormales y se sospecha la presencia de blas-
tos en sangre periférica (Fig. 1).

Conflicto de intereses: las autoras declaran no tener ningtn conflicto de interés.

e-mail: maitane.echeverriaurroz@osakidetza.eus

Debido a estos hallazgos, se amplia el estudio me-
diante revision del frotis sanguineo y se contabilizan
un 39 % de blastos (Fig. 2), 34 % de neutrofilos, 3 % de
mielocitos, 2 % de linfocitos y 12 % de monocitos. A su
vez, se cuentan 216 eritroblastos en diferentes estadios
madurativos sobre 100 leucocitos.

Ante la elevada cantidad de células inmaduras se
decide realizar el estudio del inmunofenotipado celu-
lar y se contabilizan un 37,74 % de blastos mieloides
con fenotipo sugestivo de diferenciacion megacario-
blastica.

Una vez confirmado el hallazgo de blastos en sangre
periférica en una cantidad superior al 20 %, se plantean
dos posibles diagnosticos: la leucemia mieloide agu-
da (LMA) y la mielopoyesis anormal transitoria (MAT).
Ante la imposibilidad de diferenciar entre estas dos en-
tidades, decide adoptarse una actitud expectante con
vigilancia clinica y analitica estrecha.
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Mieloblastos en sangre periférica de recién nacido con sindrome de Down::
(leucemia mieloide aguda o mielopoyesis anormal transitoria? ?

W) VWNRZ)

Figura 1 — Representacion gréfica de escatergramas obteni-
dos mediante citometria de flujo con laser semiconductor
(Sysmex XN). Descripcion de canales de analisis utilizados.
A: escatergrama obtenido mediante canal WDF. B: escatergra-
ma obtenido mediante canal de reticulocitos. C: escatergrama
obtenido mediante canal WPC. D: escatergrama obtenido me-
diante canal WNR.

Figura 2 - Imagen obtenida mediante microscopia digital
(CellaVision) de la extension de sangre periférica de la pa-
ciente. Se observan cuatro células inmaduras, con cromati-
na laxa y 2 o 3 nucléolos, con citoplasma basofilo y escasa
granulacion.

Durante el ingreso se realizan multiples hemogra-
mas y analisis de morfologia de sangre periférica para
controlar la evolucion de la paciente. El contaje de blas-
tos y de eritroblastos muestra un claro descenso en el
numero con el transcurso del tiempo, que descienden
a cifras inferiores al 20 % al noveno dia del ingreso. A
su vez, la cifra de plaquetas desciende, lo que da lugar
a trombocitopenia desde el tercer dia del ingreso hasta
el dia 26. La cifra de leucocitos, en cambio, aumenta el
tercer dia desde el ingreso hasta llegar a valores supe-
riores 50000 leucocitos/uL, por lo que se considera re-
accion leucemoide. Por ultimo, se observa una discreta
esplenomegalia mediante ecografia abdominal.

Finalmente, se confirma el diagndstico de MAT por el
descenso espontaneo de blastos en sangre periférica.
La paciente es dada de alta 46 dias después del ingreso
con un 1 % de blastos y un 2 % de eritroblastos en san-
gre periférica. Actualmente la paciente se encuentra en
seguimiento por el servicio de hematologia.

DISCUSION

La mielopoyesis anormal transitoria es un sindrome
mieloproliferativo transitorio que cursa con prolifera-
cion de blastos mieloides en la médula 6sea que habi-
tualmente infiltran la sangre periférica. La mayoria de
los casos se han detectado en recién nacidos y fetos
con sindrome de Down (SD) y aparece en un 4-10 %
de los nacidos con trisomia 21, aunque también puede
aparecer en pacientes sin este cariotipo (1). Se desco-
noce su incidencia real, ya que puede cursar de manera
asintomatica y no siempre se realiza el analisis de san-
gre periférica en neonatos con SD (2). Es un sindrome
transitorio, puesto que remite espontaneamente en el
plazo de 3 meses, pero aproximadamente en un 10-20 %
de los pacientes evoluciona a LMA (3).

Clinicamente la MAT se manifiesta mediante hepa-
tomegalia, esplenomegalia y presencia de mieloblas-
tos en sangre periférica, al igual que la LMA. A su vez,
puede aparecer anemia o trombocitopenia. Cuando
aparece en el feto, usualmente se manifiesta como hi-
dropesia fetal (2). A pesar de que la mayoria de los pa-
cientes con MAT experimente una recuperacion clinica
espontanea, aproximadamente un 20 % muere debido
a complicaciones como insuficiencia hepatica o car-
diopulmonar (4). Por lo tanto, algunos pacientes son
tratados con antineoplasicos a dosis bajas (1).

Tanto clinica como hematoldgica y analiticamente es
indiferenciable de la LMA, por lo tanto, ante sospecha
de MAT, la recomendacion es mantener una actitud de
vigilancia con control clinico y analitico. Si efectiva-
mente se tratara de MAT, la cifra de blastos descendera
en el plazo de unos 3 meses; en cambio, si se tratara de
LMA, no habra una remisién espontanea.

Diversos estudios han descrito mutaciones en el
gen GATA-1 en pacientes con MAT y SD. Esta muta-
cion es detectable durante la proliferacion mieloide,
no asi en la fase de remisién ni tampoco en pacientes

[Rev Med Lab 2022:3(2):82-84]
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con leucemia megacarioblastica aguda (LMCA), pero
sin SD. Por lo tanto, se ha propuesto una relacion entre
la mutacion del gen GATA-1 vy la evolucion del MAT a
LMCA en pacientes con SD (1,2). En el estudio realiza-
do por Mansini AP et al. se observaron mutaciones en
GATA-1 en todos los pacientes con MAT analizados. En
aquellos pacientes con MAT que desarrollaron LMCA
se observé la adquisicion de nuevas mutaciones en el
GATA-1(1).

El gen GATA binding protein 1 (GATA-1) codifica un
factor de activacion de la transcripcion de vital impor-
tancia para la correcta eritropoyesis y trombopoyesis
(1,2,5,6). A pesar de que las mutaciones detectadas son
varias, todas parecen dar lugar a la sintesis de una pro-
teina GATA-1 acortada (GATA-1s). Diversos estudios
han relacionado la proteina GATA-1s con el aumento
de la proliferacién megacariocitica (2,5,6). Ademas, se
ha propuesto el andlisis del GATA-1 en células de san-
gre periférica en aquellos neonatos con SD que presen-
ten anomalias en el recuento celular o en la revision
del frotis sanguineo compatibles con MAT. Para ello,
seria necesario instaurar el andlisis del hemograma y
del recuento celular en todos los recién nacidos con
trisomia 21. Esto permitiria detectar una posible MAT
en pacientes asintomaticos (2).

Enlo que respecta a la morfologia, debido a la afecta-
cion principal de la serie plaquetar, morfolégicamente
se observan alteraciones diseritropoyéticas y dismega-
cariopoyéticas (3). En cuanto a los blastos observados
en las proliferaciones mieloides en pacientes con tri-
somia 21, habitualmente son células grandes, con nu-
cleo redondeado, citoplasma basofilo y con presencia
de mamelones. Ademas, son células mieloperoxidasa
y negro Sudan negativas. De forma caracteristica, el
inmunofenotipado muestra diferenciacion megacario-
blastica y son células positivas en CD33, CD38, CD117,
CD34, CD7, CD56, CD36, CD71, CD42b y en los recep-
tores de la trombopoyetina, eritropoyetina e IL3 (2,3).

Volviendo al caso de la paciente en cuestion, en un
principio destaca el hallazgo de mieloblastos en san-
gre periférica junto con un hemograma aparentemen-
te normal. Debido al niumero de blastos observados
(blastos > 20 %) se plantean dos posibles diagnosticos
indiferenciables en el momento: la LMA y la MAT. Con
el paso del tiempo, el recuento de leucocitos aumenta
hasta cifras superiores a 50 000 leucocitos/uL, por lo
que se considera reaccion leucemoide. Por otro lado,
la cifra de plaquetas desciende durante el ingreso has-
ta valores inferiores al rango de referencia y recupera
valores dentro del rango 26 dias después del ingre-
so (rango de referencia en recién nacidos: 220-490 x
10%uL). Ademas, se observa una discreta esplenome-
galia mediante ecografia. Todos estos son hallazgos
compatibles tanto con la LMA como con la MAT. En
cuanto a la cifra de blastos, se realiza el andlisis del
frotis de sangre periférica en repetidas ocasiones para
controlar la evolucion de la paciente y se observa un
marcado descenso de los mieloblastos hasta llegar a
valores inferiores al 20 % 9 dias después del nacimiento.

[Rev Med Lab 2022:3(2):82-84]

En el caso de la paciente, no se considerd necesario uti-
lizar ningun tratamiento quimioterapéutico. Fue dada
de alta con una cifra de blastos en sangre periférica de
un 1 %. Por ultimo, se solicitd el analisis del gen GATA-
1y se detect6 una variante del gen debida a un cambio
de nucledtido.

Actualmente, la paciente continia en seguimiento
por el servicio de hematologia y en vigilancia periédica
mediante hemogramas debido al riesgo de desarrollar
una leucemia mieloide asociada a SD.

PUNTOS A RECORDAR

— Las leucemias agudas son el resultado de la proli-
feracion clonal de células inmaduras debido a una
alteraciéon genética. En concreto, la LMA se carac-
teriza por el hallazgo en sangre periférica o en la
médula ésea de mieloblastos en una cantidad su-
perior al 20 %.

— Las personas con SD tienen una tendencia mayor
a desarrollar LMA, habitualmente relacionada con
proliferacion megacariobléastica. En cuanto a la ge-
nética, los casos de pacientes con trisomia 21 que
desarrollan LMA han sido relacionados con muta-
ciones del gen GATA-1.

— La MAT aparece normalmente en pacientes con
SD, aunque también se observa en recién nacidos
sin esta trisomia. Se caracteriza por la presencia
de leucocitosis y blastos en sangre periférica que
descienden espontaneamente. Normalmente no
requiere de tratamiento antineoplasico.

— El analisis del hemograma y la morfologia de san-
gre periférica en neonatos con SD permiten detec-
tar de forma precoz estas patologias y realizar el
seguimiento adecuado, incluso en casos asinto-
maticos.
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CASE REPORT

In this case report, we present three situations of spu-
riously raised creatinine after the administration of in-
travenous dexamethasone.

The first case about 62 years old male patient with lung
cancer. On a routine blood sample, we noticed a fivefold
increase on the creatinine value, in under 24 hours, with
no clinical evidence that could justify it. Because of that,
we repeated the analysis using another equipment that
confirmed the results. After, we asked for a new sample
that was processed 6 hours after the first one. This time
creatinine value was back to its basal.

A few days later, a similar situation occurred. A male
patient, 59 years old, with stage IV lung adenocarcino-
ma, had a steep increase on the values of serum cre-
atinine, from one day to another. Again, there was no
direct cause for this. After confirming the values with an-
other equipment, we asked for a new sample. This time,
after only 3 hours, creatinine returned to its basal value.

The same situation occurred a third time. A male pa-
tient, 75 years old, with multiple myeloma, had a sim-

Conflicts of interest: the authors declare no conflicts of interests.

ilar creatinine variation as to our first two patients. We
repeated the same steps and creatinine value returned
to the basal value.

The first samples were initially processed with Beck-
man Coulter® AU5800 equipment, that uses Jaffe meth-
od for creatinine measurement, and the results were
confirmed with Atellica® CH analyzer, that uses an en-
zymatic method.

These results are illustrated on table 1, alongside
urea and ion values, for the three patients and for the
three-time stamps.

DISCUSSION

These sudden creatinine variations, alongside
non-variable urea, and ionic values, and with the ab-
sence of clinical evidence that could justify it, led us to
believe that some methodology interference was caus-
ing these variations.

After some intense investigation, repetitions of the
analysis in different equipment, researching for possi-
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Table I.

Serum creatinine, urea and ionic values

24 hours before First Second
first sample sample sample

Creatinine

(umoliL) 115 582 123

Urea

(mmol/L) 19,9 20 19,4
Patient 1 Sodium

I 139 143 143

Potassium 41

— (Modera_te 3,2 3

hemolysis)

Creatinine

(umoliL) 58 1222 63,5

Urea

(mmol/L) & 2 G
Patient 2

Sodium

(mmol/L) 135 135 136

Potassium 46 43 39

(mmol/L) ! ! !

Creatinine

(umoliL) 248 707 237

Urea

(mmol/L) 22,7 176 20,1
Patient 3

Sodium

(mmol/L) 138 136 136

Potassium

(mmol/L) e e =B

ble methodology interferences, and various talks with
the nurses searching for a possible common denom-
inator between our three patients, we then conclud-
ed that the three of them had received, at some point
before the first blood sample collection, intravenous
dexamethasone.

After inspecting the used formulation, we observed it
consisted of an injectable solution of dexamethasone 4
mg/mL from the laboratory Fresenius Kabi Pharma Por-
tugal, Lda. According to the manufacturer, it contains
creatinine, among other substances, as an excipient.

With this information, we learnt that, indeed, little
time has passed between drug administration and the
blood sample collection.

A couple of clinical reports have already described
similar cases where creatinine was spuriously in-
creased, with other brands of dexamethasone, also
containing creatinine as part of the formulation, as an
excipient (1,2).

[Rev Med Lab 2022:3(2):85-86)

Excipients are added to parenteral formulations to
enhance or maintain active ingredient solubility and/
or stability, to assure safety, minimize pain, irritation
and control or prolong drug delivery. As well as vari-
ous components such as sodium chloride or sucrose,
creatinine is sometimes used as a stabilizing agent in,
for example, dexamethasone acetate formulations (3).

We concluded that the increase in creatinine values
was not caused by methodology interference nor renal
failure. As an excipient, creatinine was thus correctly
measured.

Since we were not aware of the situation at the time
of the dexamethasone administration and blood collec-
tion, it was not possible for us to measure the precise
time that went between the two events, nor the pre-
cise location where the punctures were performed.This
could help us give a better understanding on the dura-
tion of the distribution phase of intravenous creatinine.

With this case report, our aim is to alert and remind
how various substances can be used as excipients in
different medications, and how blood samples analysis
can be affected if collected too soon after drug admin-
istration.

Our findings warn clinicians to consider exogenous
creatinine and other drugs that influence creatinine
measurement as a possible cause of pseudo-elevation
of serum creatinine.

POINTS TO REMIND

— Creatinine is used as an excipient is some intrave-
nous dexamethasone formulations.

— The elevated value was indeed the real creatinine
value. It was not a falsely altered value caused by
a methodology interference.

— Blood samples should not be taken from the same
line used to administer the formulation, or too
soon after it, as this can condition the results.

— One mustalways keep in mind possible pre-analyti-
cal, analytical, and post-analytical factors that may
have an impact on the accuracy of the results.
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Urinary ammonium quantification provides valuable information to evaluate
the renal response to metabolic acidosis. It is useful in differential diagnosis
between pathological states of metabolic or renal origin improving the clini-
cal management of these patients. In this study, we evaluate the adaptation
of a direct enzymatic assay to measure ammonium in urine samples using
the Beckman Coulter DXC700AU analyzer. Intra-day and inter-day impreci-
sion were < 1.0 % and < 75 % respectively. Trueness was < 3.5 % and < 8 %,
mean SE = 5.64 %. As so, these tests were acceptable. The instrument re-
sponded adequately to the standard addition of the analyte. Dilution effect
was negligible, and recoveries obtained ranged from 112-150 %. The meth-
od showed to be linear between 10-600 pmol/L. The instrument responded
adequately to the addition of the standard addition analyte. Dilution effect
from diluted urine samples was negligible (< 15 %) for overall concentrations
tested. The adaptation and validation of an automated method for plasma
ammonium quantification to measure ammonium in urine samples in the
laboratory provides a simple, fast, precise and accurate method, avoids
the handling of toxic substances, and reduces occupational risks.
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RESUMEN

La cuantificacién de amonio en orina proporciona una valiosa infor-
macioén para evaluar la respuesta renal a la acidosis metabdlica. Es util
en el diagnéstico diferencial entre estados patoldgicos de origen me-
tabolico o renal, ya que mejora el manejo clinico de estos pacientes. En
este estudio, evaluamos la adaptacion de un ensayo enzimatico directo
para medir el amonio en muestras de orina utilizando el analizador Beck-
man Coulter DXC700AU. Las imprecisiones intra- e interdiarias fueron
de <1,0 %y <75 %, respectivamente. La veracidad fue < 3,5 % y < 8 %,
con una media de SE = 5,64 %. Por lo tanto, estas pruebas fueron acept-
ables. El instrumento respondié adecuadamente a la adicion estandar
del analito. El efecto de dilucidon fue insignificante y las recuperaciones
obtenidas oscilaron entre 112y 150 %. El método demostro ser lineal en-
tre 10-600 pmol/L. El instrumento respondié adecuadamente a la adicidén
del analito de adicion estandar. El efecto de dilucién de las muestras de
orina diluidas fue insignificante (< 15 %) para todas las concentraciones
probadas. La adaptacién y la validacion de un método automatizado de
cuantificacion de amonio en plasma para medir el amonio en muestras
de orina en el laboratorio proporcionan un método sencillo, rapido, pre-
ciso y exacto, evitan la manipulacidon de sustancias téxicas y reducen los
riesgos laborales.

INTRODUCTION

Ammonium production and excretion are key steps
in the renal regulation of acid-base balance. Under bas-
al conditions, urinary ammonium excretion accounts
for 50-70 % of net acid excretion, but when endoge-
nous acid production is enhanced, it increases up to 80-
90 % (1). Furthermore, decreased urinary ammonium
excretion is associated with an excessive accumulation
of acid, resulting in progressive metabolic acidosis,
which is commonly developed in advanced stages of
chronic kidney disease, associated to other undesirable
outcomes (2). For this reason, and as it allows to dis-
tinguish between different pathological states of meta-
bolic or renal origin, urinary ammonium quantification
provides valuable information in the evaluation of re-
nal response to metabolic acidosis, helping in the man-
agement of patients suffering from this pathology (2-4).

Over the years, numerous methodologies have been
used for the determination of ammonium in urine sam-
ples, including formol tritation, Conway microdiffusion
technique, Berthelot reaction, Nessler method, fluoro-
metry, ammonia ion-selective electrodes, high-perfor-
mance liquid chromatography and coulometric flow
titration (5). Although these methods directly and accu-
rately measure the ammonium concentration in urine
samples, most of them are manual, time-consuming
and/or require handling hazardous and toxic substanc-
es or expensive instrumentation, so they are not avail-
able in most clinical laboratories (6). Additionally, some
indirect estimations of urinary ammonium excretion
have been used based on the urinary anion gap or the
osmolal gap calculation (7), but these are not consid-

[Rev Med Lab 2022:3(2):87-91]

ered accurate enough to be a reliable alternative to the
direct measurement of urinary ammonium (6).

To overcome these limitations, several authors have
implemented the urinary ammonium determination in
biochemistry autoanalyzer’s, by using methods orig-
inally developed to quantify plasma ammonium con-
centrations, with satisfactory results (6,8-10). In this
study, we evaluated the urinary ammonium measure-
ment in single urine samples by adapting an automat-
ed method for plasma ammonium quantification.

MATERIALS AND METHODS

In this scientific study, we describe a method valida-
tion, for whose calculations and analysis of the data we
used Microsoft Excel.

The Infinity™ Ammonia assay is a direct enzymatic
procedure based on glutamate dehydrogenase reac-
tion for the quantitative determination of ammonium
concentrations in human plasma. We used this auto-
mated method to quantify urinary ammonium in the
DXC700AU analyzer (Beckman Coulter, USA).

Precision and trueness

To assess the analytical specifications (imprecision,
trueness and total error), the following materials were
used: a pool of urine samples collected in tubes with-
out additives, Liquichek Urine Chemistry Control (Bio-
Rad Laboratories) and two standard solutions (10 and
40 mmol/L, NH4l inType 1 Ultrapure Water).
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Since the ammonium concentration is approximately
1000 times higher in urine than in plasma, urine sam-
ples, quality control and ammonium standard solutions
were diluted prior analysis with Milli-Q water (1:100).

Reproducibility of the assay was evaluated by mea-
suring the urine pool, Liquichek quality control and
both ammonium standard solutions. Repeatability was
calculated using 20 replicates of urine pool under the
same analytical conditions. Reproducibility was as-
sessed by comparing the mean concentrations of the
four test samples obtained on 20 different days. Ana-
lytical trueness was also evaluated using the ammoni-
um standard solutions. Trueness was calculated as the
difference between the measured ammonium concen-
trations and the expected concentrations. Acceptance
criteria were established according to the “desirable”
quality specifications for biological variation (coeffi-
cient of variation [CV] = 12.4 %, systematic error [SE] =
9.2 %, total error [TE] = 29.6 %) (11).

Linearity

Linearity was verified by analysing serial dilutions of
1 mmol/L (1000 ymol/L) NH4l in MilliQ Water, with con-
centrations ranging from 10 to 600 umol/L. Two repli-
cates were measured for each dilution level.The results
were plotted against the expected values. Linearity was
assumed when the correlation coefficient was > 0.95.

Recovery

The standard additions method corrects for the ma-
trix effect. To calculate the recovery, we compared the
results from both, the usual procedure and the stan-
dard additions method.

Two pools of urine were diluted with MilliQ water
(1:20), and a 50-uL volume of a standard solution of
NH4l (50 pmol/L) was added. The volume in each ali-
quot was completed with water up to 250 pL, maintain-
ing the same sample dilution (1:100). A simple linear

regression was performed to verify the linearity of the
assay. For the evaluation of recovery, we analysed the
slope of the analytical curve obtained. Dilution effect
was considered to be negligible if the obtained results
deviated < 10 % from the expected ones.

RESULTS
Precision and trueness

Intra-day imprecision was < 1.0 % at medium am-
monium concentrations evaluated in the urine pool
(31.8 mmol/L). Inter-day imprecision was < 75 %
at all evaluated concentrations (ranging from 6.3-
44.2 mmol/L), mean CV = 4.97 %.Trueness was < 3.5 % at
low (13.4 mmol/L) and < 8 % at medium (44.2 mmol/L)
ammonium concentrations, mean SE = 5.64 % (Table I).
Precision and trueness tests were acceptable as the
allowable CV and SE were both 12.4 % and 9.2 %.
Moreover, the modified method keeps the specific per-
formance characteristics as described for plasma sam-
ples by Beckman Coulter (CV <5 %).

Linearity

The regression equation of modified assay was:

Measured ammonium concentration = 3.31 + 1.112-ex-
pected ammonium concentration (1).

Measured results were plotted against expected val-
ues (Fig. 1). The method showed to be linear between
10-600 pmol/L, with an excellent coefficient of determi-
nation (R? = 0.9998).

Recovery

Measured ammonium concentrations plotted against
increasing volumes of stock solution are defined by the
following equation:

Measured concentration = 225.2 + 0.298-expected
concentration (R? = 0.96) (2).

Table I.

Precision and accuracy results
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Urine pool

Liquichek Control NH,1 10 M NH,I 40 M

Repeatability Reproducibility

Reproducibility Reproducibility Reproducibility

Mean (mmol/L) 31.8 31.7 6.3 13.4 44.2
SD (mmol/L) 0.18 0.88 0.35 0.99 1.84
CV (%) 0.58 2.77 5.54 7.40 4.16
SE (%) 3.44 784
TE (%) 15.65 14.70

M: mmol/L; SD: standard deviation; CV: coefficient of variation; SE: standard error; TE: total error.
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Figure 1

The simple linear regression analysis describes a
slope = 0.298 and a y-intercept = 225.2. The instrument
responds adequately to the standard addition of the
analyte. Dilution effect from diluted urine samples was
negligible (< 15 %) for overall concentrations tested by
the modified assay (Fig. 2), and recoveries obtained
ranged from 112-150 %, (mean + standard deviation:
119 £ 9 %).
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Figure 2

DISCUSSION AND CONCLUSION

In this study, the adaptation of an automated method
for plasma ammonium quantification to measure am-
monium in urine samples using the Beckman Coulter
DXC700AU analyser is reported for the first time. This
provides a simple, fast, precise and accurate method
that has been validated for assessing the urinary am-
monium concentration in routine laboratory work.
The obtained results meet the quality specifications
established by our laboratory and are consistent with
method validation results on other analysers (9,13). In
addition, the reported linearity as a function of dilution
of the plasma technique is 10-600 pmol/L, which is con-
sistent with our results.

In the process of adapting or modifying analytical
methods, their validation is a fundamental step to en-
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sure the reliability of the results. However, results ob-
tained by different methods often differ, especially when
laboratories using manual techniques switch to auto-
mated ones. For this reason, it is advisable to carry out
a correlation study between methods to evaluate their
agreement. When they differ, laboratory reports should
be modified by introducing new reference values.

One of the main advantages that supports the use
of automated systems in clinical laboratories is the an-
alytes’ quantification in a more simple, fast, accurate,
economical and standardized way compared to manu-
al techniques, which are more complex, time-consum-
ing and sometimes risky (8-10). In the case of Nessler
method, previously used in our laboratory, potassium
tetraiodomercuriate (Il) (K,Hgl,) and potassium hydrox-
ide (KOH) solutions were highly toxic by inhalation
and skin contact and have a risk of cumulative effects,
severe burns and negative environmental impact (12),
entailing an additional hazard for laboratory staff. Ac-
cording to the Commission Directive 2000/39/EC and
its subsequent adaptation in Spanish law (Real Decreto
374/2001, de 6 de abril), it is mandatory to avoid the
handling of toxic substances whether it is technically
possible. As so, when automatic methods are available
and have been validated, the use of manual techniques
and toxic reagents should be abandoned.

Despite its usefulness in the diagnosis of renal tubular
acidosis, most providers do not include urine as a validat-
ed sample for ammonium quantification. This specimen
generally involves additional considerations. Firstly, uri-
nary ammonium concentrations are approximately 1000-
fold higher than those in plasma. Consequently, urine
samples and daily quality controls must be diluted after
centrifugation and supernatant separation prior analysis.
Secondly, ureolytic bacteria growth must be prevented
by refrigerating the samples, as it can produce significant
false positives in urinary ammonium levels (6). Finally, it
is recommended to collect urine samples under paraffin
to avoid contamination and spurious elevations of am-
monium levels from precursors such as glutamine (13).
Recent studies have demonstrated that ammonium con-
centrations are stable if urine samples are collected in no
additive tubes and stored < 24 hours at room-tempera-
ture or < 7 days at 4 °C (6,9). As so, it seems the trueness
of ammonium measurement is not adversely influenced
neither for the method of collection nor for the storage.

In conclusion, in this study, the automatic diluted
urine ammonium assay, adapted from the ammonia
assay on an DXC700AU analyser demonstrated its
operational validity. This fully automated technique is
simple and fast and can be used routinely. The main
interest of the ammonia assay is to have precise values
of the acid load elimination during urine acidification
tests in order to make the diagnosis of renal tubular
acidosis. Estimation by calculation of various indices
is not sufficient to show minor variations, so assay is
essential. A simple, rapid and accurate assay helps to
reduce the workload of laboratory technicians and
to simplify and improve patient care.
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