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REZUMAT

Screening-ul de rutina al nou-nascutilor pentru bolile genetice de metabolism (BGM) a fost introdus in practica
in anul 1961, dupa ce Bickel a stabilit o terapie dietetica eficienta in fenilcetonurie si Guthrie a introdus testul
de inhibitie bacteriana cu rol in detectarea concentratiei de fenilalanina in picaturile de sange uscat, fixate pe
rondele de hartie de filtru.

in timp, screening-ul neonatal a fost extins in mai multe boli metabolice tratabile si la boli endocrine, incluzand
galactozemia, leucinoza, deficienta de biotinidaza, sindromul adreno-genital, hipotiroidismul congenital,
siclemia (drepanocitoza) si altele.

O etapa majora a constituit-o, in ultimii ani, dezvoltarea de rutina a analizei acylcarnitinei si aminioacizilor in
carduri Guthrie prin spectroscopia de masa in tandem (tandem mass spectroscopy, MS/MS). Aceasta
achizitie a permis detectarea majoritatii aminoacidopatiilor, aciduriilor organice si anomaliilor oxidarii acizilor
grasi si astfel a catorva din cele mai importante boli genetice ale mtabolismului intermediar.
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ABSTRACT

Routine screening of newborn infants for metabolic disorders was introduced in 1961 after Bickel established
an effective dietary therapy for phenyketonuria (PKU) and Guthrie developed a bacterial inhibition assay to
detect elevated concentrations of phenylalanine in dried blood tests.

Over time, neonatal screening has been expanded to several other treatable metabolic and endocrine
disorders, including galactosemia, biotinidase deficiency, congenital hypothiroidism, congenital adrenal
hyperplasia. A major step in recent years has been the development of routine acylcarnitine and aminoacid
analysis in guthrie cards by tandem mass spectroscopy.

Researchers at Duke University developed tandem mass spectroscopy of acylcarnitines and aminoacids for
expanded newborn screening in the early 1990’s. It allows for screening aminoacidopathies, including PKU,
organic acidurias and disorders of fatty acids oxidation.

A positive result often constitutes a metabolic emergency as infants with many of the disorders diagnosed bz
the technique can become critically ill in the first days after birth.
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Screening-ul de rutind al nou-nascutilor pentru
bolile genetice de metabolism a inceput sa fie folosit
din 1961, dupa ce Horst Bickel a stabilit o terapie
dietetica eficienta in fenilcetonurie (FC) si Robert
Guthrie a introdus primul test screening pentru
aceasta boala. Ulterior au fost perfectionate si alte
teste screening pentru alte boli genetice de meta-
bolism (hiperfenilalaninemie, galactozemie, defi-
citul de biotinidaza, leucinoza, etc), diferite boli
endocrine (hipotiroidismul congenital, sindromul

adreno-genital) dar si pentruunele boli hematologice
congenitale (drepanocitoza).

Dar cea mai ,revolutionara® metoda folosita in
depistarea bolilor genetice de metabolism a fost
realizatd prin spectroscopia de mas in tandem
(tandem mass spectroscopy — MS/MS), metoda
automata prin care pot fi detectate majoritatea
aminoacidopatiilor, aciduriile organice dar si
anomalii ale oxidarii acizilor grasi.
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Screening-ul neonatal in ,,masd“ este necesar
deoarece o boala genetica de metabolism nu este
totdeauna suspectatd si diagnosticatd clinic, iar
evolutia ei poate sa fie rapid fatald in absenta trata-
mentului.

Obiectivul principal al unui program de screening
in bolile genetice il reprezinta depistarea bolii in
stadiul presimptomatic.

In bolile genetice de metabolism se pot folosi 2
tipuri de programe de screening:

a) screening-ul neonatal ,,in masa“

b) screening-ul ,.tintit* sau ,,circumscris® care
este aplicat numai unor categorii de copii:

e cu risc genetic crescut (afectare familiald

prezenta anamnestic);

* copiii din anumite zone geografice sau din
unele grupuri etnice (cu consanguintate cres-
cutd);

* copiii cu o simptomatologie compatibila cu o
boala genetica de metabolism;

* copiii cu boli neuropsihice cronice.

Factori determinanti pentru initierea unui

program de screening neonatal

In initierea unui program de screening neonatal
trebuie sa se tina cont de:

a) Caracteristicile bolii avute in vedere:

* cu frecventa relativ mare;

* severa in absenta unui tratament;

e cuun,interval liber* presimptomatic necesar

efectuarii testuli;

* boala sa beneficieze de tratament si sa existe
un protocol terapeutic standardizat la nivel
national.

b) Caracteristicile testului de laborator folosit.

Acesta trebuie sa fie:

* cu sensibilitate si specificitate mare;

* cu valoare predictiva,

» usor de executat si iusor de interpretat;

* sigur si etic;

* usor de acceptat de familie;

* cu cost mic.

Din ratiuni economice, medicale dar si etice,
programele de screening neonatal ,,in masa“ trebuie
sa indeplineasca aceste conditii.

In continuare sunt prezentate bolile genetice de
metabolism care sunt incluse in programele de
screening.

HIPERFENILALANINEMIILE

Hiperfenilalaninemiile neonatale rezulta dintr-o
varietate de situatii. Hkiperfenilalaninemiile neo-
natale sunt clasificate in 3 categorii:primare, secun-
dare si tranzitorii.

a) Hiperfenilalaninemiile primare

Deficienta genetica primara este determinata de
absenta enzimei fenilalanin hidroxilaza (FAH),
enzima care este necesara pentru conversia fenila-
laninei in tirozind. Absenta acestei enzime determina
aparitia fenilcetonuriei (FC).

Incidenta bolii este apreciatda la 1/2.600 (in
Turcia), la 1/10.000 nou-nascuti in Europa de vest
si la aproximativ 1/10.000 in tara noastra.

Boala se transmite autozomal recesiv, gena FAH
fiind situatd pe bratul lung al cromozomului 12
(12922-g24). Sunt descrise peste 100 mutatii (inm
special la exonii 6-12), iar corelatia genotip-fenotip
explica existenta unui tablou clinic foarte variabil
la acesti pacienti.

Tabloul clinic se caracterizezaa prin: manifestari
neuropsihice (retard mental, convulsii recurente,
spasticitate, miscari stereotipe, lipsa controlului
sfincterian, retard staturoponderal), hipopigmentatie
(tegumente albe, par blond, ochi albastri), miros
particular al urinei (,,de soarece*). Primele mani-
festari clinice apar, de obiccei, dupa primul trimestru
de viata. Boala beneficiaza de tratament dietetic.

Deficitul partial al FAH determind o forma
benigna de hiperfenilalaninemie. Activitatea enzi-
mei este Intre 1-35% din cea fiziologica. Unii copii
necesitd tratament dietetic pentru o dezvoltare
normala.

b) Hiperfenilalaninemii secundare

Hiperfenilalaninemiile secundare apar in cazul
in care exista un deficit Tn metabolismul biopterinei
(2% din hiperfenilalaninemii):

» deficit de sinteza a biopterinei (boald trans-

misa autozomal recesiv) sau

* deficit de reciclare a tetrahidrobiopterinei

(tetrahidrobiopterina este cofactor pentru
FAH, dar si cofactor pentru tirozin- si
triptofan hidroxilaza), care va determina sca-
derea sintezei de neurotransmitatori (dopa-
mina si serotonind).

Caracteristic pentru acesti copii este faptul ca
initial sunt diagnosticati ca avand fenilcetonurie si
primesc dieta restrictiva in fenilalanina, insa, boala
evolueaza cu afectare neurologica progresiva, desi
fenilalanina plasmatica se normalizeaza.

c) Hiperfenilalalninemii tranzitorii

La nou-ndscuti pot apare hiperfenilalaninemii
tranzitorii ITn mai multe situatii: prematuri, tiro-
zinemie neonatald tranzitorie sau in cadrul unor
boli hepatice, renale etc.

Diagnosticul hiperfenilalaninemiilor neonatale

Primul test screening neonatal ,,in masa* follosit
a fost pus la punct de catre Guthrie.
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Tehnica testului se bazeaza pe recoltarea unei
picaturi de sdnge pem o rondela din hértie de filtru
standardizatd (card Guthrie). Metoda consta in
inhibitia cresterii coloniilor de bacil subtilis 1n
prezenta fenilalaninei din sange. Testarea se face
dupé a 3-a zi de viatd. Daca tesstul screening este
pozitiv, nou-nascutul trebuie internat de urgentda
intr-o unitate specializatd pentru a se efectua o
evaluare competentd in vederea stabilirii diagnos-
ticului. Evaluarea completa a pacientului se va face
conform unui algoritm de diagnostic.

Intr-o pirma etapa se va determina nivelul
plasmatic al fenilalaninei pentru confirmarea tes-
tului Guthrie. Daca fenilalanina esste de 360 pmol/
I (peste 6 mg/dl) se va face determinarea amino-
acizilor 1n plasma (fenilalanina si tirozina).

O etapa importanta in algoritmul de diagnostic
este reprezentatd de excluderea unui deficit de
sinteza sau reciclare al biopterinei (se va face testul
de incarcare cu biopterind; se determina pterinele
in urind si activitatea dihidropterin reductazei, in
plus se va face analiza genetica pentru FAH. Bol-
navii cu fenilcetonurie au valori foarte mari ale
fenilalaninei (peste 10 mg/dl sau 600 pmol/l). In
schimb,ceicuformabenignadehiperfenilalaninemie
(prin deficitpartial al FAH) au valori ale fenilalaninei
intre 6-10 mg/dl (360-600 pumol/l). Daca testul cu
tetrahidrobiopterind (BH4) este pozitiv diagnosticul
este de anomalie a metabolismului biopterinei
(testul de incarcare cu BH4 determina scaderea mar-
catd a fenilalaninemiei la 6 ore dupa administrare.

Diagnosticul de fenilcetonurie impune intro-
ducerea unie diete restrictive in fenilalanina si supli-
mentarea cu aminoacizi esentiali (valorile fenikla-
laninei la bolnavii cu FC nu trebuie in general sa fie
peste 360 umol/l. Pentru adolescenti dieta este mai
oputin restrictiva. Nu existd un consens daca dieta
este necesara si la adult.

GALACTOZEMIA

Principala sursa de galactoza provine din lactoza
din alimentatie, cel mai important glucid din lapte.
Galactoza este metabolizatd in principal in ficat
(alte tesuturi cum ar fi eritrocitele pot metaboliza de
asemenea galactoza).

Deficitul genetic sever al enzimei galactozo-1-
fosfat uridil transferaza (GALT) determina galacto-
zemia ,,clasica“ (incidenta este 1/50.000-1/80.000).
Boala debuteaza imediat dupa nastere, odatd cu
introducerea laptelui (cu lactozd) in alimentatie.

Copiii prezinta varsaturi, diaree si icter. Daca
boala nu este diagnosticata apare afectare hepatica,

renald si neurologicd. Excluderea galactozei din
alimentatie previne aparitia manifestarilor acute.

In ciuda eliminarii galactozei din alimentatie pot
sdapardunele implicatii tardive cum ar fi insuficienta
ovariana si dificultati in dezvoltarea limbajului.

In prezent, in multe tari este utilzat screening-ul
neonatal ,,in masa“ pentru depistarea galactozemiei,
desi pentru unii copii testul nu mai este ,,benefic*
(pentru nou-nascutii care au fost afectati Tnainte de a
se nagte) deoarece la nastere au cataracta,iar altii pot
deveni simptomatici Tnainte de efectuarea testului.

In afard de galactozemia ,.clasici“ au fost
identificate mai multe variante Duarte (deficit
partial al enzimei gal-1-P-uridil transferaza). Inci-
denta acestor variante genetice este de aproximativ
1/4.000 si unele forme de boala sunt asimpto-
matice.

Teste screening neonatal

Pentru depistarea copiilor cu galactozemie se
folosesc mai multe teste screening neonatal ,,in
masa®.

Clinitestul este cel mai simplu test screening.
Testul se bazeaza pe determinarea galactozei intr-o
proba de urina. Acesta se efectueaza dupa 24-36 de
ore de la introducerea alimentatiei cu un lapte ce
contine lactoza.

In unele tari se foloseste testul dintr-o picatura
de sange recoltata pe hartie de filtru standardizata
(card Guthrie) prin care se determind galactoza,
gal-1-P (galactozo-1-fosfat) si trasnferaza (Beutler),
dar uneori rezultatul este obtinut dupa apritia
manifestarilor clinice.

La copiii cu risc crescut se poate determina gal-
1-P din sangele recoltat din cordonul ombilical.

Ideal ca test screening ar fi cel prin care s-ar
putea determina activitatea GALT (se foloseste in
unele studii pilot).

Daca testul screening ,,in masa“ este pozitiv
copilul trebuie internat in spital unde se vor face
investigatii complete.

Daca galactoza este 15-20 mg/dl se va face o
reevaluare clinica a copilului (varsaturi, scaune,
cresterea ponderala etc) si se va repeta testul la o
ord dupa ce copilul a primit o masa cu lapte (cu
lactoza).

Daca galactoza este intre 20-50 mg/dl se va
determina galactoza in plasma, glicemia, enzima
GALT in eritrocite si analizua genetica.

Se indica alimentatie fara lactoza péana ce
rezultatele finale sunt disponibile.

Internarea de urgentd este indicatd dacd con-
centratia galactozei este peste 50 mg/dl. Alimentatia
fard lactoza va fi instituita imediat dupa ce s-au
recoltat probe desanmge si urina. Se vor determina
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galactoza 1n plasma, glicemia, gal-1-P in eritrocite,
substantele reducatoare in urind si aminoacizii in
sange.

In plus sunt indicate si investigatii hepatice,
renale, teste de coagulare si echografie abdominala.

Diagnosticul de galactozemie se bazeaza in final
pe determinarea concentratiei gal-1-P in eritrocite
(valoarea normald este de 0,3 mg/dl) care poate
ajunge pana la 100 mg/dl in galactozemia ,,clasica‘.

Un test screening pozitiv este urmat de
electroforeza care identifica: varianta ,,clasica” a
galactozemiei (GG) si alte variante obisnuite ca
varianta Duarte (DD) si varianta compusa (DG —
duarte galactozemia).

DEFICITUL DE BIOTINIDAZA

Biotina are rol de cofactor pentru carboxilaze
(piruvat, acetil.CoA, propionil si 3-metl crotonil
CoA).

Utilizarea biotinei depinde de 2 enzime: holo-
carboxilaza si biotinidaza. Holocarboxilaza are
rolul de a lega biotina de carboxilaze, iar biotinidaza
elibereaza biotina din complexul format cu
carboxilazele avind rol in reciclarea biotinei.

Deficitul acestor enzime este cunoscut ca deficit
multiplu al carboxilazelor care determina acidemii
organice.

Deficitul de holocarboxilazd determind mani-
festari clinice din perioada neonatala: eritem
generalizat, alopecie, urind cu miros de ,,pisica®,
infectii recidivante, manifestari neurologice.

Deficitul de biotinidaza este o boald cu trans-
mitere autozomal recesiva (incidenta de aproximativ
1/140.000) cu debut in perioada de sugar sau de
copil mic cu: manifestari cutanate (rash, alopecie),
convulsii, ataxie, surditate, atrofie optica, diplegie
spastica si intarziere in dezvoltare.

Boala are o evolutie insidioasd, progresiva,
motiv pentru care diagnosticul este mai dificil sau
este omis. Manifestarile clinice tipice sunt prezente
la aproximativ 50% dintre pacienti, in timp ce alte
semne clinice sunt mai putin specifice, cum ar fi
hipotonia, convulsiile §i intarzierea in dezvoltare
apar la restul bolnavilor.

Bolnavii beneficiaza de tratament cu biotina.

In multe state occidentale, deficitul de biotinidaza
a fosst inclus in programul de screening neonatal
,,In masa“.

Determinarea activitatii enzimei biotinidaza se
face prin metoda semicantitativa clorimetrica sau
fluorinetrica intr-un esantion de sange (picatura)
recoltat pe o hartie de filtru standardizata.

Teste screening fals negative se noteaza la nou-
nascutii care au primit transfuzii de sange sau dupa
administrare de catecolamine in perfuzie.

Daca testul screening este pozitiv se va determina
nivelul activitatii biotinidazei intr-un mililitru de
ser care va fi tinut la gheata.

Daca nivelul enzimei biotinidazi este intre O-
10% din activitatea normala, deficitul este foarte
sever si bonavii necesitd tratament pe termen liung
cu biotind (5-20 mg/zi). Daca nivelul activitatii
enzimatice este intre 10-25%, bolnavii au un deficit
moderat si necesita tratament numai in primulan de
viata (tratament cu biotind — 10 mg/zi).

In afara de determinarea activititii biotinidazei
in ser se vor efectua si alte investigatii biochimice:
amoniemia, lactatul in plasma si aminoacizii orga-
nici din urina.

SPECTROSCOPIA DE MASA iN TANDEM
(TANDEM MASS SPECTROSCOPY - MS/MS)

Spectroscopia de masa in tandem reprezinta cea
mai performanta metoda pentru diagnosticul bolilor
genetice de metabolism.

MS/MS este o metoda pentru depistarea si
analiza acylcarnitinelor (metoda a inceput sa fie
folosita din 1980).

In 1990 au fost initiate programe pilot pentru
screening-ul neonatal al bolilor genetice de
metabolism. MS/MS este cea ma ,,revolutionara‘
metodd pentru depistarea bolilor genetice de
metabolism, deoarece permite identificarea simul-
tand a aminoacidopatiilor, aciduriilor organice si
anomaliilor de oxidare a acizilor grasi.

Tehnica acestei metode consta in recoltare unei
picatiuri de sange pe o hartie de filtru standardizata
(card Guthrie).

Testul se efectucaza la 24 sau 48 de ore dupa
nastere; acest aspect nu este incd bine stabilit.
Metoda folosita este automata pentru depistarea si
analiza acylcarnitinelor.

Acylcarnitinele sunt formate din carnitina libera
si sunt parti din acyl-CoA derivate din acizi grasi si
acizi organici (care au derivat din aminoacizi) prin
actiunea carnitin-acyl-CoA transferazelor).

In prezent au fost identificate 17 specii (tipuri) de
acylcarnitina. In functie de tipul (specia) de acylcarnitina
evidentiata se poate stabili care enzima este deficitara si
deci unde s-a produc blocul metabolic.

Mai multe enzime sunt cunoscute ca avand
specificitate inegala (diferitd) pentru numarul de atomi
de carbon C2-C8 (carnitin acetil-CoA transferaza),
C6-C14 (carnitin octanoil-CoA transferaza) si C12-
C18 (carnitin palmitoil-CoA transferaza, CPT).
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Acylcarnitinele sunt sintetizate in mitocondrie.
Pentru a putea fi detectate in plasma, ele trebuie sa

fie transportate in afara mitocondriei si apoi din
interiorul celulei spre exterior (plasma). Unele

Tabelul 1. Importanta speciilor (tipurilor) de acylcarnitine in diagnosticul bolilor genetice de

metabolism
Analiza Dlme_n§ lune/ Boli/comentariu
Marime
. - Destul de variabil, pooate reflecta acidoza lactica sau
Acetilcarnitina C, <
cetoza
Aciduria propionica, acidura metiimalonica, defi-cienta
- . de vitamina B12 (materna/congenitald), deficienta
Propionilcarnitina C IV = VI
3 de holocarboxilaza, sintetaza, crestre nesigura in
deficienta de biotinidaza
Butirilcarnitina C, Deficienta de SCAD, deficienta de SCHAD
Izobutirilcarnitina C, Deficienta de izobutiril-CoA dehidrogenaza

Metilmalonilcarnitina C,D, Aciduria metilmalonica
Aciduria izovalerica, deficienta de 2-metil-3-
. o hidroxibitiril-CoA dehidrogenaza; pivaloilcarni- tina
Izovalerilcarnitina C

5 derivaté din antibiotice continand piroxil-sulbactam,
este un izomersi determinad un rezultat fals pozitiv
Deficienta aceto acetil-CoA thiolaza (2-oxothiolaza)

Tiglycarnitina C,:1 - i
mitocondriala
2-metil-3-hidroxibutiril C -OH Deficienta de acetoacetat thiolaza (2-metil-3
carnitina 5° hidrxibutiril-CoA dehidrogenaza)
Hidroxi izovaleril Deﬁc?ent,a de 3-meti|-crotc_>niI-CoA carboxila;é.
o C.:OH Deficienta de HMG-CoA liaza, aciduria metil-
carnitina 5 I
glutaconica tipul |
Glutarilcarnitina C,DC Aciduria glutarica tip |
3-metilglutaril c DC Deficienta de HMG-CoA liaza, aciduria ,metil glutarica
carnitina 6 tipul |
. . Deficieta de MCA, valproil carnitina este un izomer si
Petanoilcarnitina C, ; o
poate da rezultat fals pozitiv
C, 1 Crestere nespecifica in disfunctie mitocondriala,
Octanoilcarnitina inclusiv terapia cu valproat
C, 2 Deficienta de 2,4-dienoil-coA reductaza
Decanoilcarnitina C, Deficienta de MCAD
Decanoilcarnitina C, Terapia cu valproat
C,, Deficienta de VLCAD
C,:2 Deficienta de VLCAD
Ci, Deficienta de CPT I, deficienta de carnitina-
acilcarnitina translocaza
C,:1 Deficienta de VLCAD

C,:O Deficienta de LCHAD/deficit de proteina trifunctionala

Deficienta de CPT I, deficienta de carnitina-
C,,DC acilcartnitina translocaza

Linoleilcarnitina C,el Deficienta de CPT I, deficienta de carnitina-
acilcarnitina translocaza

C,2 Deficienta de CPT I, deficienta de carnitina-
acilcarnitina translocaza

C,,:OH Deficienta de LCHAD/proteina trifunctionala

C,;:10H Deficienta de LCHAD/proteina trifunctionala

C,,:DC Deficienta de CPT I, deficienta de carnitina-
acilcarnitina translocaza

C,,:1DC Deficienta de CPT I, deficienta de carnitina-

acilcarnitina translocaza

Abrevieri

Cn — un lant de carbon cu numar ne de atomi de carbon drept sau ramificat (spectroscopia de masa nu distinge intre
hidroxi; CPT — carnitin-palmitoil-CoA transferaza; HMG-CoA — 3-hidroxi-3-metil glutaril-CoA; LCHAD — ,long
chain” hidroxiacil-CoA dehidrogenaza; MCAD — ,,medium chain” acil-CoA dehidrogenaza; 3MCC — 3-metil crotonil-
CoA carboxilaza; SCAD — ,short-chain” acil-CoA dehidrogenaza; SCHAD — ,short chain” hidroxiacil-CoA
dehidrogenaza; VLCAD — ,,very long chain” acil-CoA dehidrogenaza
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acylcarnitine, in special cele cu lant lung, sunt
absorbite pe eritrocite, fapt care face sa existe di-
ferente Intre nivelul lor din sénge (picatura de sange
uscat) si cel din plasma sau ser.

Acylcarnitinele cu lant scurt §i mediu sunt filtrate
si reabsorbite in grade diferite la nivel renal; in
urind apar cantitati anormale de acylcarnitine daca
nivelul lor plasmatic este crescut sau daca sinteza
lor renala este crescutd (hipoxie renald) sau daca
reabsorbtia tisulara este afectata ca in sindromul
Fanconi. Acylcarnitinele cu lant lung nu apar in
urind, ele sunt prezente normal in sange si bila.

Formele izomerice (in special cele ramificate)
nesaturate si decarboxilice, pot fi identificate si astfel
au o importanta deosebita n stabilirea diagnosticului.

In tabelul 1 sunt prezentate speciile (tipurile) de
acylcarnitine §i semnificatia lor in diagnosticul
bolilor genetice de metabolism.

Deoarece foarte multe boli genetice de
metabolism detectate prin MS/MS se pot
decompensa rapid in perioada de nou-nascut, testele
recoltate trebuie expediate zilnic catre un laborator
specializat care sa efectueze rapid analiza. Probele
recoltate sunt in general stabile timp de 18 luni.
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