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Gli screening neonatali
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Riassunto

Lo screening neonatale rappresenta uno dei mag-
giori progressi dell’ultimo secolo in ambito di me-
dicina preventiva dell’infanzia. Nel 1963 lo scree-
ning era eseguito solo per la diagnosi precoce di
fenilchetonuria, ora in Italia tutti i neonati ven-
gono esaminati alla nascita obbligatoriamente
anche per Pipotiroidismo congenito e per la fi-
brosi cistica, inoltre & possibile diagnosticare pre-
cocemente tramite screening molte altre malattie
anche grazie alle nuove tecniche di analisi quali
la tandem-massa spettrometria. Tuttavia non per
tutte le malattie screenate alla nascita vi ¢ accor-
do generale sull’efficacia e sul rapporto costo-
beneficio dello screening stesso e la risoluzione
al dibattito in corso & tutt’oggi lontana.

E’ importante sottolineare che i test di screening
sono tutti basati su dosaggi semiquantitativi ed ¢
quindi inevitabilmente necessario un dosaggio
quantitativo eseguito su siero per la conferma
definitiva della diagnosi. Presso il nostro centro
si attuano diversi test di screening, tra questi lo
screening neonatale per Pipotiroidismo congeni-
to di cui abbiamo decennale esperienza e quello
per la sindrome adreno-genitale, che rappresenta
una novita i cui risultati sono promettenti.

Summary

Newborn screenings

Newborn screening is nowadays an essential compo-
nent of preventive public health. After a first mass scre-
ening program for phenylketonuria in 1963, in the mid-
1970s there was an expansion of newborn screenings
to numerous disorders and now in Italy neonatal scre-
ening for phenylketonuria, congenital hypothyroidism
and cystic fibrosis are mandatory by law. The advent
of Tandem Mass spectrometry makes it possible to test
newborns for multiple inherited disorders but this
method is still the subject of controversies.

In our screening centre we analyse all newborns from
North-Eastern Italy for different congenital diseases.
In particular, we will expose in this paper over a deca-
de’s worth of experience in neonatal screening for con-
genital hypothyroidism, and our promising results in
congenital adrenal hyperplasia screening.

Introduzione

Lo screening neonatale rappresenta uno dei mag-
giori progressi dell’ultimo secolo in ambito di medici-
na preventiva dell’infanzia.

Negli anni ’50, in Europa, si scopti che la terapia
dietetica precoce poteva prevenire il ritardo mentale
nei bambini affetti da fenilchetonuria (PKU). Successi-
vamente Robert Guthrie, un ricercatore a cui si deve lo
sviluppo di un test di inibizione batterica (BIA) per
misurare i metaboliti circolanti in pazienti con tumore,
adatto questo tipo di test in modo da poter misurare il
livello di fenilalanina su sangue secco assorbito su carta
da filtro. Egli era particolarmente interessato a tale

dosaggio avendo un figlio e un nipote con un ritardo
mentale causato da PKU. Da allora questo test fu ap-
plicato per la ricerca precoce della malattia in tutti i
neonati: fu il primo screening neonatale a essere attua-
to. Era il 1963".

Inizialmente non si trattava ancora di uno screening
di massa, quanto di esperimenti locali fatti dai singoli
ospedali sui loro neonati. Dopo la scoperta che la feni-
lalanina era un metabolita che rimaneva stabile su san-
gue secco assorbito in carta da filtro, e che il campione
cosl raccolto poteva essere spedito a un laboratorio
centralizzato con relativa facilita, inizio un processo di
centralizzazione della metodica in un unico centro di
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screening per un certo numero di neonati. Si potevano

cosli ottenere risultati piu affidabili, permettendo a un

unico laboratorio di acquisire una competenza specifi-
ca (cosa precedentemente non scontata in quanto la
malattia ¢ relativamente infrequente) che implicava an-

che test di conferma della diagnosi e follow up di

malattia®.

Fu successivamente nel 1968 che le linee guida con 1
criteri per 'esecuzione di uno screening neonatale ven-
nero elaborate dalla WHO (Worid Health Organization)
¢ pubblicate da Wilson e Jungner nei Principles of Early
Disease Detection’. Questi criteri, ripresi da Frankenburg
nel 1974 per evitare che Pesecuzione di screening neo-
natali eseguiti senza regole divenissero piu dannosi che
utili* e ora universalmente accettati, sono la base di ogni
programma di screening e si possono cosi riassumere:

1) La malattia cercata deve costituire un problema
sanitario importante per 'individuo e per la socie-
ta;

2) La malattia puo essere identificata dallo screening
ad uno stadio latente (pre-sintomatico) o ad uno
stadio sintomatico precoce;

3) La storia naturale della malattia, inclusa ’evoluzio-
ne da forma latente a malattia dichiarata, deve es-
sere adeguatamente conosciuta;

4) Un test di screening deve essere disponibile;

5) 11 test di screening deve essere ben accettato per la
popolazione;

6) Un trattamento accettato ed efficace deve esistere
per la malattia in questione;

7) Deve esistere un chiaro protocollo di trattamento
(quali pazient trattare);

8) Devono essere disponibili strutture necessatie per
la diagnosi ed il trattamento della malattia;

9) 11 costo dei cast positivi (inclusi conferma diagno-
stica e trattamento) deve essere noto;

10) Lo screening deve essere un processo continuati-
vO;

11) I costi dello screening devono essere bilanciati ade-
guatamente dai costi per la salute (prevenzione del-
I’handicap).

In quegli stessi anni incomincio Pespansione degli scre-
ening neonatali, con un primo esperimento pilota, che
documento Pefficacia dello screening neonatale per
Pipotiroidismo congenito (IC), malattia cinque volte pi
frequente rispetto alla PKU>®.

Successivamente comparvero i primi dati anche su-
gli screening neonatali per la fibrosi cistica, la sindrome
adreno-genitale e diverse malattie metaboliche®’.

In Italia, 1 primi screening neonatali per la PKU sono
iniziati negli anni 70 utilizzando il test microbiologico
di Guthrie che ha permesso di porre diagnosi di ma-
lattia gia a tre giorni di vita. Attualmente in Italia, in
base alla legge 104 del 5/2/1992, devono essete ob-
bligatoriamente effettuati “(...) nel periodo neonatale
(..) gli accertamenti utili alla diagnosi precoce per I'in-
dividuazione ed il tempestivo trattamento dell’ipoti-
roidismo congenito, della fenilchetonuria e della fibro-
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si cistica (...)”, obbligatorieta poi ribadita nel decreto
presidenziale del 9/7/1999. Tutti i neonati vengono
dunque esaminati, tramite il prelievo di qualche goccia
di sangue da una piccola puntura nel tallone, per queste
poche malattie, al fine di diagnosticarle prima che 1 sin-
tomi si presentino e dunque trattarle efficacemente con
terapie adeguate, che consentano normale crescita e
sviluppo del bambino. Esistono a tutt’oggi 26 centri di
screening, regionali o interregionali, dislocati su tutto il
territorio nazionale, che eseguono tutti gli screening
obbligatori e altri decisi in base a legislazioni regionali.
Il programma di screening del Centro Regionale
Malattie Metaboliche Neonatali di Verona che ha come
bacino d’utenza tutti i nati in Veneto, Trentino Alto Adige
e Friuli Venezia Giulia, permette di screenare circa 70000
neonati all’anno (nel 2005 complessivamente 67126
neonati). Lo screening ¢ esteso per PKU, IC, come
previsto dal decreto del Presidente del Consiglio dei
Ministti 9 luglio 1999 (Gazz. Uff. 170 22/07/99), sin-
drome adrenogenitale, galattosemia, leucinosi, deficit
di biotinidasi e deficit di glucosio-6-fosfato deidroge-
nasi. Mentre per lo screening neonatale dell’IC e della
PKU c’¢ un accordo generale sull’efficacia e la positivi-
ta del rapporto costo beneficio, la questione relativa
agli altri screening neonatali ¢ pit complicata’.
Questa relazione propone una breve descrizione
dell’esperienza presso il nostro Centro Regionale Ma-
lattie Metaboliche in merito a uno screening di effica-
cia consolidata e ben riconosciuta a livello mondiale:
quello per I'IC, e a uno screening tuttora oggetto di
controversie pet il non univoco rapporto costo/bene-
ficio: quello per la sindrome adrenogenitale; anche alla
luce dell’ultima revisione attuata dall’American Academy
of Pediatrics nel 1996 riguardante gli screenig neonatali.
Infine abbiamo voluto citare la Tandem Mass spettro-
metria una rivoluzionaria novita in ambito di screening
neonatali tuttora oggetto di molte discussioni.

Metodica di screening

Tra il terzo e il quinto giorno di vita, ma non oltre la
prima settimana, a tutti i neonati viene prelevato del
sangue dal calcagno tramite una semplice punzonatura
dello stesso. Tale sangue viene assorbito su una parti-
colare carta da filtro, fatto seccare e successivamente
inviato al centro di screening di riferimento, completo
di nome, cognome, data di nascita, ospedale di riferi-
mento e corredato di qualche notizia clinica del bam-
bino in questione (tipo di dieta, peso alla nascita, setti-
mane di eta gestazionale ecc.).

Una volta giunto al centro di screening di riferimen-
to il sangue essiccato viene analizzato con metodiche
differenti a seconda del test di screening che si vuole
eseguire. | risultati vengono interpretati in base a un
cut-off differente, per ogni test di screening (e pet-
sonalizzato in ogni centro), calcolato in base alla media
T 2DS o in base al 99° percentile di una popolazione
normale di riferimento. In caso di riscontro di un va-
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lore definito positivo in base al cut-off cosi stabilito
nel nostro centro ripetiamo il dosaggio del metabolita
in esame sullo stesso cartoncino, e se persiste la positi-
vita informiamo, mediante lettera, il personale medico
dell’ospedale di nascita del bambino. Nel caso che il
valore ottenuto al primo dosaggio con la metodica di
screening sia di pit di due volte superiore al valore
soglia, dato che fa ipotizzare un vero positivo, ne viene
immediatamente data notizia al medico referente, sia
per telefono che per telegramma, in modo tale da ini-
ziare subito I'iter diagnostico specifico per arrivare a
una diagnosi definitiva. Va infatti ricordato che le me-
todiche di screening sono basate su dosaggi semiquan-
titativi ed ¢ inevitabilmente necessario un dosaggio
quantitativo per porre diagnosi definitiva di malattia.

I risultati dei test di screening devono essere necessa-
rlamente comunicati al punto nascita di riferimento
entro una specifica data che varia per ogni test di scre-
ening (in particolare 28 giorni per I'IC e 11 per la sin-
drome adreno-genitale).

Ipotiroidismo congenito

In Italia lo screening neonatale per 'ipotiroidismo
congenito ¢ iniziato nel 1977 e ora la totalita dei nati
viene sottoposta a tale indagine (legge naz. n°104 del
5/2/1992 che prevede nell’ambito della medicina pre-
ventiva, lo screening neonatale per I'IC).

I’IC ¢ stata la patologia ideale per lo screening di
massa perché con un incidenza di 1/3000-1/4000, ¢ la
piu frequente endocrinopatia congenita dell’infanzia.

La diagnosi clinica del deficit ormonale prima che
severi e irreversibili danni neuropsichiatrici e neuromo-
tori si siano instaurati, ¢ difficile e solo 1/3 degli ipoti-
roidei in epoca pre-screening venivano diagnosticati
entro il 3° mese di vita'’.

L’esistenza di un’adeguata terapia ormonale sostitu-
tiva, poco costosa e di semplice somministrazione, inol-
tre, consente la totale prevenzione di un grave handi-
cap, fisico e mentale purche iniziata tempestivamente.

Ormai P'obiettivo dello screening di eradicare il se-
vero ritardo mentale dell’IC ¢ stato ottenuto effettuan-
do una diagnosi sicura in tutti i neonati affetti da insuf-
ficienza tiroidea e quindi IC mediante I’esclusiva deter-
minazione biochimica del TSH e/o del T4.

Lo screening ha permesso inoltre di individuare la
prevalenza delle differenti forme di IC includendo tutte
le forme transitorie e quelle legate alla prematurita che
sono tutt’oggi oggetto di controversie.

Nel neonato ipotiroideo tireoprivo “classico da
manuale” si ha solitamente un T4 basso e un TSH ele-
vato come conseguenza del feed back ipotalamo-ipo-
fisario ma il comportamento degli ormoni tiroidei nei
neonati affetti da insufficienza tiroidea alla nascita non
¢ sempre cosi semplice.

Esistono tre principali strategie di screening.

Molti programmi di screening negli Stati Uniti misu-
rano inizialmente la Tiroxina (T4) e successivamente la

titeotropina (TSH) nei neonati con T4 sotto il 10° pet-
centile. Altri programmi di screening, come ad esem-
pio in Canada, preferiscono il dosaggio iniziale del TSH.
Con la prima strategia ¢ possibile la diagnosi di neonati
con rialzo tardivo del TSH (soprattutto prematuri) e
quelli con ipotiroidismo centrale, mentre la seconda
strategia permette di diagnosticare i pazienti con ipoti-
roidismo subclinico. Un recentissimo lavoro olandese
ha evidenziato I'efficacia del dosaggio simultaneo del
T4 TSH e della Thyroxine-Binding Globulin (TBG)". 1l
nostro centro di screening ha scelto come strategia di
screening il dosaggio simultaneo del T4 ¢ TSH che ha
come svantaggi un numero maggiore di falsi positivi e
costi superiori rispetto al dosaggio singolo del T4 o
del TSH ma ¢ la strategia ideale perché consente I'indi-
viduazione della quasi totalita dei casi di IC'% Da un
nostro lavoro infatti ¢ emerso come in 11 anni di atti-
vita di screening utilizzando il programma del dosag-
gio simultaneo del T4 e TSH sono stati diagnosticati
21 bambini che sarebbero stati persi utilizzando le altre
strategie. Il costo aggiuntivo ¢ a nostro parere giustifi-
cato dai minori costi finanziari e sociali dei pazienti
precocemente diagnosticati e trattati'”.

Sindrome adreno-genitale

La sindrome adreno-genitale ¢ una patologia causa-
ta da difetti enzimatici specifici che bloccano la steroi-
dogenesi surrenalica a vario livello, ereditata in tutti i
casi con modalita autosomica recessiva'*. Nel 90-95%
dei casi é dovuta a deficit di 21-idrossilasi che ha un’in-
cidenza mondiale di 1 caso ogni 15000 nati e si estrin-
seca clinicamente in 2 forme: una forma classica, evi-
denziabile gia alla nascita, dovuta alla completa carenza
dell’enzima; e una forma non classica o a insorgenza
tardiva®. La prima, a sua volta, pud presentarsi con
perdita di sali, forma spesso misconosciuta soprattut-
to nei neonati di sesso maschile che non presentano
segni clinici evidenti alla nascita e sono per tanto a ri-
schio di morte al sopraggiungere di una grave crisi da
insufficienza surrenalica, solitamente entro 1 mese dal-
la nascita; o con sola virilizzazione!>°,

I1 primo progetto di screening per la sindrome adre-
no-genitale inizio in Alaska tra la fine degli anni settanta
e 1 primi anni ottanta del secolo scorso dopo che uno
studio del 1969 rilevava un aumentato rischio di ma-
lattia in tale popolazione'"'®. L’espetimento, pur con
tutti i limiti propri di una prima attuazione, confermo
la validita di un’indagine atta a riconoscere precoce-
mente i maschi a rischio di perdita di sali e a rivalutare
le femmine con grave virilizzazione inizialmente identi-
ficate come maschi'”?. Successivamente in diverse parti
del mondo (Francia, Giappone, Nuova Zelanda, Sco-
zia) iniziarono studi pilota di screening per identificare
precocemente tale sindrome, consistenti nella misura-
zione dei livelli di 17-idrossiprogesterone (17-OHP)?"
. Tutti questi programmi utilizzarono inizialmente tec-
niche di studio radioimmunologiche, a parte lo studio
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giapponese in cui si preferi usare un dosaggio immu-
nologico enzima associato. Attualmente si utilizzano
metodiche di dosaggio fluoroimmunologiche. Dal
1991 il programma di screening ¢ stato esteso anche
ad altri paesi quali Brasile, Svizzera, Svezia, Germania,
Portogallo, Canada e Spagna*. In ogni paese la meto-
dologia dello screening ¢ attuata in maniera diversa;
alcuni programmi richiedono, infatti, due valutazioni
distinte a distanza di due settimane 'una dall’ altra.
Questo metodo di realizzazione ¢ utilizzato sia in Ar-
gentina che in Texas, dove si ¢ valutato che, mentre
nessun paziente con perdita di sali era risultato negati-
vo al primo controllo, ben il 61% dei pazienti con la
sola forma virilizzante della malattia era riscontrata solo
al richiamo dopo due settimane®.

Lo screening per Iidentificazione della sindrome
adreno-genitale attualmente impiegato si basa sul rile-
vamento di livelli elevati di 17-OHP; percio la meto-
dica ¢ tecnicamente limitata al riscontro del deficit
di 21-idrossilasi, ma in rari casi permette anche il ri-
scontro del deficit di 3B-idrossi-steroido-deidrogena-
Si24’26.

Uno dei problemi principali nella metodica ¢ stabili-
re il cut-off, dato che spesso nei prematuri i livelli del
17-OHP sono piu elevati®’. Proptio per questo ogni
programma di screening ha stabilito dei propri valori
di cut-off, spesso diversificati in base all’eta gestazio-
nale o al peso alla nascita®. Questa differenziazione
ha lo scopo di abbassare il numero dei falsi positivi, di
eliminare 1 falsi negativi e di mantenere accettabile il
tasso di richiamo (recall rate, RR), ciog¢ il rapporto tra i
soggetti con valore di 17-OHP piu elevato rispetto al
cut-off e il numero totale dei soggetti screenati. Tale
tasso abitualmente varia tra 0.5 e 1%7?". Poiché la sin-
drome adrenogenitale si presenta con un’ampia varia-
bilita di quadsri clinici, un piccolo numero di falsi nega-
tivi sara comunque sempre presente. Cio, tuttavia, non
limita la validita dello screening, poiché il principale
obiettivo di questo non ¢ tanto individuare tutti 1 casi
di malattia, quanto quello di garantire il riscontro di
tutte le gravi forme associate a perdita di sali, soprat-
tutto nei neonati di sesso maschile asintomatici alla na-
scita, che possono evolvere, se non adeguatamente trat-
tate, verso un esito infausto®*,

Lo screening per la sindrome adrenogenitale in Ve-
neto ¢ iniziato nel settembre del 2001 e ormai quindi
siamo giunti al sesto anno di attuazione. Una prima
analisi dei risultati ottenuti con questo screening ¢ stata
effettuata dopo i primi 3 anni di esecuzione dello scre-
ening”. Su 128.282 neonati screenati (48.1% femmine
¢ 51.9% maschi) abbiamo trovato 6 casi di forma clas-
sica di malattia con un’incidenza di 1:21380 neonati e 2
neonati affetti da forma non classica. Dei 6 neonati
affetti 5 sono stati riscontrati solo grazie alla positivita
allo screening neonatale. Il breve periodo di tempo in
cui era comunicato il risultato dello screening (entro 11
glorni di vita) ha permesso in tutti i casi di evitare seve-
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re crisi da perdita di sali. Il RR totale era dello 0.21%,
quello tra i neonati prematuri era di 0.94% e quello dei
neonati di basso peso era del 1.76%. L’utilizzo di un
cut-off correlato all’eta gestazionale ha permesso una
significativa riduzione del tasso dei richiami tra i neo-
nati prematuri e si € rivelato piu adeguato provocando
una riduzione del numero totale di bambini richiamati
rispetto a un cut-off correlato col peso alla nascita.
Questo ha confermato i risultati ottenuti in altri paesi
europei®*.

Quanto all’utilita di uno screening per la diagnosi
precoce per la sindrome surreno-genitale, permango-
no dei dubbi non ancora chiariti a livello internazionale
data la mancanza di studi specifici. Le argomentazioni
contro tale screening riguardano la rarita della malattia,
il numero elevato di falsi positivi soprattutto fra i nati
prematuri®*, un rapporto costo-beneficio discutibile.

La modificazione del cut-off in relazione al peso
alla nascita o all’eta gestazionale ha permesso una ridu-
zione det falsi positivi. Inoltre in via generale effettua-
zione di uno screening precoce per questa malattia
potenzialmente mortale viene considerato in generale
un atto medicalmente valido. Due lavori condotti ti-
spettivamente in Europa e in America hanno dimo-
strato che lo screening neonatale riduce il tempo me-
dio di diagnosi di malattia provocando una riduzione
della gravita dei sintomi nei soggetti affetti*"**. Non ci
sono poi studi riguardo ai soggetti riscontrati avere
forme non classiche di malattia che rischiano di assu-
mere inutilmente una terapia medica, né riguardo al
costo economico o psico-sociale dei falsi positivi allo
screening neonatale.

Riguardo al costo economico dello screening sem-
bra incida poco quando inserito nel contesto di un pro-
gramma di screening gia funzionale per altre malattie.

Nel 2002 un rapporto congiunto delle Societa di
Endocrinologia Pediatrica Americana ed Europea, in-
dicava il beneficio dello screening neonatale per la sin-
drome adrenogenitale come univoco e ne raccoman-
dava la generalizzazione™.

Una nuovatecnologia di screening: la
tandem-mass spettrometria

Negli anni *90 Millington sviluppo una nuova tecno-
logia d’analisi che ha creato nuove importanti possibi-
lita nella diagnostica delle Malattie Metaboliche: la tan-
dem-mass spettrometria. Questa metodica consente,
da un volume molto piccolo di materiale biologico, di
misurare moltissime sostanze del metabolismo inter-
medio identificate in base alla loro massa. I.a metodica
puo identificare pit di 30 metaboliti, ciascuno dei quali
¢ potenzialmente un marker di una malattia metaboli-
ca.

Grazie alla diffusione della tandem-mass spettrome-
tria, numerosi paesi (ad esempio la Germania, gli USA
e ’Australia) hanno iniziato negli ultimi anni dei pro-
grammi di screening neonatale allargato a numerose
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malattie metaboliche. In Italia alcune regioni hanno ini-
ziato degli studi pilota, solo la Toscana ha attualmente
una legge regionale che regolamenta lo screening neo-
natale allargato. Tra i diversi paesi dove lo screening
allargato funziona gia da alcuni anni, vi sono notevoli
differenze sul numero ed il tipo di malattie diagnosti-
cate. Non ¢’¢ ancora un consenso internazionale su quali
malattie sia utile (ed eticamente giusto) diagnosticare
alla nascita e la discussione su questo tema ¢ molto
attiva e difficile tra gli esperti del campo. Anche all’in-
terno degli USA, diversi stati effettuano lo screening
per diverse malattie ed altri stati non lo fanno affatto. 11
conflitto principale sta tra la potenza della tecnologia,
che puo misurare moltissime sostanze e diagnosticare
piu di 30 malattie metaboliche, e la conoscenza ancora
incompleta del decorso naturale delle numerose ma-
lattie diagnosticabili, nonché delle limitate possibilita di
cura per alcune di queste.

Mancano dati scientifici sicuri su molte di queste
malattie ed ogni centro si avvale della propria espe-
rienza basata sulla propria casistica. Anche I'estrema
variabilita fenotipica delle malattie metaboliche eredi-
tarie non aiuta in queste difficili decisioni: a parita di
difetto enzimatico, alcuni pazienti presentano un de-
corso clinico molto grave, mentre altri molto piu lieve;
alcuni rispondono bene ad una terapia dietetica o far-
macologica, altri molto meno. E dunque molto diffi-
cile predire la prognosi del singolo paziente una volta
diagnosticata la malattia, cosi come la sua possibile ri-
sposta terapeutica, e dunque anche I'utilita dello scree-
ning (diagnosi pre-sintomatica) sul caso specifico. Su
larga scala ci si aspetta in generale un beneficio dallo
screening neonatale allargato: aumentando i casi dia-
gnosticati si potra dunque conoscere e seguire nel tem-
po questi malati ed apprendere da loro la storia natu-
rale della malattia. A lungo termine, dunque, le cono-
scenze aumenteranno come anche le possibilita di cura.
La possibilita di agire sulla malattia in fase pre-sinto-
matica ¢ la chiave della prevenzione dell’handicap, so-
prattutto neurologico, che deriva da queste malattie, e
cio ha un innegabile valore sia per il singolo che per la
societa*"*2,
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