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Antecedentes: el tamizaje neonatal comienza con la Fenilcetonuria, la primera enfermedad
metabdlica en ser detectada mediante el test de Guthrie, un ensayo de inhibicién bacteriana.
Actualmente se tamizan méas enfermedades metabdlicas con espectrometria de masas en
tandem. Las enfermedades objeto de tamizaje neonatal varian de un pais a otro, pero existe
un consenso internacional sobre cuéles cumplen los criterios de la Organizacién Mundial de
la Salud. Colombia se adhiere a este consenso, bajo la ley 1980 de 2019. Las patologias objeto
de tamizaje neonatal se definen en dos grupos, el tamizaje basico y el tamizaje ampliado, que
comprende los errores innatos del metabolismo de los aminoacidos y los acidos orgéanicos
incluidos los desérdenes de la beta oxidacion de acidos grasos.

Tema: aunque mucho va del test de Guthrie a la Espectrometria de Masas en tandem y se
cuenta con avances en tamizaje de hipotiroidismo congénito, el reto actual es tener
laboratorios con capacidad para dar respuesta al diagnéstico de Enfermedades raras y
particularmente al tamizaje neonatal. La mayoria son de etiologia genética, lo cual se refleja
en que las pruebas para diagnéstico y seguimiento son moleculares, incluso la prueba Gold
estdndar. Solo algunas de las enfermedades raras son objeto de Tamiz neonatal, requieren
pruebas que se distribuyen entre pruebas genéticas moleculares y pruebas bioquimicas
complejas, tanto instrumentales como enzimaticas.

Conclusiones: el Laboratorio clinico puede hacer las pruebas iniciales de Tamiz Neonatal,
pero las pruebas confirmatorias y de seguimiento, son complejas y posiblemente requieran
la confluencia en redes, de diferentes laboratorios especializados.
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Neonatal screening and rare diseases. From the Guthrie test to mass spectrometry

ABSTRACT

Antecedentes: el tamizaje neonatal comienza con la Fenilcetonuria, la primera enfermedad
metabdlica en ser detectada mediante el test de Guthrie, un ensayo de inhibicién bacteriana.
Actualmente se tamizan mas enfermedades metabdlicas con espectrometria de masas en
tandem. Las enfermedades objeto de tamizaje neonatal varian de un pais a otro, pero existe
un consenso internacional sobre cuales cumplen los criterios de la Organizacién Mundial de
la Salud. Colombia se adhiere a este consenso, bajo la ley 1980 de 2019. Las patologias objeto
de tamizaje neonatal se definen en dos grupos, el tamizaje basico y el tamizaje ampliado, que
comprende los errores innatos del metabolismo de los aminoacidos y los 4cidos orgénicos
incluidos los desérdenes de la beta oxidacién de acidos grasos.

Tema: aunque mucho va del test de Guthrie a la Espectrometria de Masas en tdndem y se
cuenta con avances en tamizaje de hipotiroidismo congénito, el reto actual es tener
laboratorios con capacidad para dar respuesta al diagnéstico de Enfermedades raras y
particularmente al tamizaje neonatal. La mayoria son de etiologia genética, lo cual se refleja
en que las pruebas para diagnéstico y seguimiento son moleculares, incluso la prueba Gold
estandar. Solo algunas de las enfermedades raras son objeto de Tamiz neonatal, requieren
pruebas que se distribuyen entre pruebas genéticas moleculares y pruebas bioquimicas
complejas, tanto instrumentales como enzimaéticas.

Conclusiones: el Laboratorio clinico puede hacer las pruebas iniciales de Tamiz Neonatal, pero
las pruebas confirmatorias y de seguimiento, son complejas y posiblemente requieran la

confluencia en redes, de diferentes laboratorios especializados.

Introduccién

Sir Archibald Garrod identificé en 1896, la primera enfermedad
metabdlica, la Alcaptonuria, secundaria a la acumulacién de
una sustancia que se oxida con el aire, Garrod plante6 que
debia haber un paso metabdlico alterado, producido por un
fermento (1). Posteriormente junto a Bateson, plantearon que
se trataba de una enfermedad mendeliana, con patrén de
herencia autosémica recesiva. Definiendo asi la primera enfer-
medad por un error en el metabolismo, con herencia autosé-
mica recesiva y correlacién entre el defecto genético y el defec-
to bioquimico (2). Este es el concepto contemporaneo de Error
Innato del Metabolismo (EIM), que utilizamos hoy en dia. Se
comprobé posteriormente que el defecto en la enfermedad
descrita por Garrod se debe a variantes patogénicas en el
gen HGD (3q13.33) que codifica para la enzima homogentisato
1,2-Dioxigenasa (EC 1.13.11.5 Numero de identificacién en la
base KEEG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), la dis-
minucién en la actividad enzimatica conlleva al acumulo del
acido homogentisico, que causa dafo a los cartilagos, osteoar-
tritis, afecta a las valvulas cardiacas y produce célculos rena-
les (3).

El comin denominador de los EIM es acumular moléculas
con efecto sobre la fisiologia celular segin un umbral, que es
distinto para cada tejido, por ejemplo, un umbral particular el
cartilago en el caso de la Alcaptonuria, pero si se trata de una
acidemia orgénica, el compromiso es neurolégico y el mayor
problema es el dafio cerebral. Esta forma de presentacién es lo
que permite su diagnéstico temprano, en la medida en que se
pueda identificar la molécula que tiene niveles anormales, ain
mucho antes de que se hagan evidentes los signos o sintomas
de la enfermedad.

Los EIM son Enfermedades Raras (ER), los EIM de mayor inci-
dencia son las endocrinopatias como por ejemplo el Hipotiroi-
dismo Congénito (HC), el cual se presenta en uno de cada 3 947
recién nacidos es decir en una relacién de 1:3947 o la Hiperpla-
sia Adrenal Congénita con una frecuencia de 1:10 000, sin
embargo, hay otras patologias del tipo EIM, mucho menos fre-
cuentes como la Deficiencia de Carnitinpalmitoil Transferasa
II, con una frecuencia de 1:919 544.

Los EIM constituyen un problema de salud publica, con una
incidencia conjunta de 1:1 428 (4). En Colombia la ley 1980 de
2019, diseiada para organizar el programa de tamizaje neona-
tal, representa un paso fundamental como politica publica para
la prevencién de las secuelas derivadas de un grupo de EIM, tal
como lo ha recomendado la Organizacién mundial de la salud
(OMS).

La historia del diagnéstico temprano de los EIM da inicio
con la deteccién temprana de la Fenilcetonuria (PKU del inglés:
Phenylketonuria, la abreviatura con que se conoce la enferme-
dad en la literatura cientifica), la primera enfermedad metabé-
lica en ser detectada mediante el test de Guthrie (5). En la PKU
se produce retardo mental por acumulo de 4cido fenilpiruvico
por una obstruccién en la via metabdlica de la fenilalanina, por
la falta de la enzima fenilalanina hidroxilasa (6). Robert Guthrie,
alrededor de la década del 60 del siglo XX, desarrollé la meto-
dologia para identificar la enfermedad mediante un ensayo de
inhibicién bacteriana, utilizando el Bacillus. subtillis. La bacte-
ria crece proporcionalmente a la cantidad de fenilalanina que
haya en el medio, proporcionada por la sangre del neonato. Con
este método, probado inicialmente en 682 pacientes, Guthrie
establecié un punto de corte (cut off), que le permiti6 definir el
limite para diferenciar los normales de los casos positivos para
la enfermedad. Ademads, aport6 la idea de tomar la muestra de
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sangre del talén del recién nacido en un papel de filtro, que
luego se dejaba secar y era muy fécil de transportar y manipu-
lar.

Esta es la metodologia que se aplicé al primer programa de
tamizaje masivo neonatal, un nuevo paradigma en la historia
de la medicina, para la prevencién de secuelas de la enferme-
dad y para la salud publica. Actualmente se sigue utilizando
este mismo principio para el tamizaje neonatal de los EIM,
aunque con metodologias analiticas mas complejas, segiin las
enfermedades que se quieran detectar.

El avance actual es la aplicacién del bombardeo atémico
rapido a un aerosol de una muestra previamente separada por
cromatografia liquida de alta presién (HPLC, del Inglés High-
performance liquid chromatography), lo cual produce fragmen-
tos de moléculas que son identificadas mediante espectrome-
tria de masas en tandem (MS/MS, del inglés Tandem mass
spectrometry), procedimiento que permite el andlisis de acil-
carnitinas para el diagnéstico simultaneo de diversos EIM (7).

Las enfermedades que son objeto de tamizaje neonatal
varian de una regién a otra, pero existe un consenso interna-
cional sobre cudles son las que cumplen los criterios de la
Organizacién Mundial de la Salud (WHO) (8), alineados con las
metas del desarrollo sostenible.

Colombia esté dentro de este consenso, segin se establecid
en la ley 1980 de 2019. Las patologias objeto de tamizaje neo-
natal se definieron en dos grupos, el tamizaje basico y el tami-
zaje ampliado para los EIM de los aminodcidos y los 4cidos
organicos incluidos los desérdenes de beta oxidacién de acidos
grasos.

Algunas de estas condiciones, coinciden con las definidas a
titulo de recomendacién en la Guia de practica clinica N° 03 de
2013 (Tabla 1), que se refiere al manejo del nifio con anomalias
congénitas (9).

Con respecto a Latinoamérica, con lo dispuesto en la ley
1980, Colombia se posiciona y consolida con la mejor cobertu-
ra de ER objeto de tamizaje neonatal junto a paises que cuen-
tan con programas estructurados como Cuba, Costa Rica, Chi-
le, y Uruguay, que cuentan con cobertura completa. Sin

embargo, la propuesta en Colombia es la implementacién pro-
gresiva comenzando con un tamizaje basico, que pone al pais
al nivel de Brasil, México y Argentina que tienen programas en
expansion con Fenilcetonuria, Hipotiroidismo, Galactosemia,
Déficit de biotinidasa, Hiperplasia Adrenal Congénita y Fibrosis
Quistica, enfermedades que constituyen un esquema basico,
pero que le permite al pais superar los programas de Paraguay,
Venezuela, Nicaragua y Pert que solo estdn en fase de imple-
mentacién, mientras todos los demas apenas tienen desarro-
llos incipientes (10).

Aunque hay grandes desarrollos desde el test de Guthrie
hasta la MS/MS, de 1963 a 1989 han pasado 26 afos para que
los paises desarrollados implementaran el tamizaje ampliado,
camino que también se ha recorrido en Colombia. El tamizaje
de hipotiroidismo congénito se inicié en el afio 2000 y 19 afios
después, se adoptd por ley, la politica de tamizaje ampliado.

Bajo el entendido de que un solo laboratorio no podria tener
la gama completa de exdmenes por su complejidad y diversi-
dad, se describe a continuacién un andlisis de las diferentes
pruebas que se utilizan para el diagnéstico de las ER con espe-
cial atencién a las utilizadas en el tamizaje neonatal, con fines
de dar un aporte para los laboratorios clinicos que deben habi-
litarse segin la normatividad vigente (11) y acreditarse de
acuerdo con las normas ISO (ISO IEC 15189), segun lo estipula
la ley 1980 en Colombia.

Desarrollo del tema

Se aplicé una metodologia de investigacién documental des-
criptiva, con base en fuentes consultadas sobre ER y tamizaje
neonatal, sin limite de fecha de publicacién, con bases de
datos de acceso libre como unidades documentales (12). Se
consultd el listado de pruebas diagnésticas para las ER del ane-
xo en el protocolo para la notificacién al sistema de vigilancia
de salud publica, (SIVIGILA) (13), que corresponde al listado
oficial (14), resultante del censo inicial de ER del Ministerio de

Tabla 1. Patologias contempladas en el tamizaje neonatal

Ley 1980 de 2019

Guia de practica clinica No. 3 de 2013

Hipotiroidismo congénito
Fenilcetonuria
Galactosemia
Tamizaje basico ~ Fibrosis quistica
Hiperplasia suprarrenal congénita

Déficit de biotinidasa

Defectos de la hemoglobina

Hipotiroidismo congénito
Fenilcetonuria

Galactosemia

No Contemplado

Hiperplasia suprarrenal congénita

Déficit de biotinidasa

No Contemplada

Enfermedades de los aminoacidos

Tamizaje

£ Enfermedades de los acidos organicos
ampliado

Desordenes de la beta oxidacion de los acidos grasos

Fenilcetonuria
Acidemia propiénica
Acidemia metil-malénica

Deficiencia de acylCoA deshidrogenasa de cadena media (MCAD)
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Salud y Proteccién Social (MSPS) (15), con base en la cuenta de
alto costo (16) y en la seleccién de algunas ER del listado en el
portal para ER Orphanet (17).

Se consulté el listado de pruebas diagnésticas en el Plan de
Beneficios en Salud (PBS) (18) y el Cédigo en la Clasificacién
Unica de Procedimientos en Salud (CUPS), correspondiente a
cada prueba, lo cual posibilita el pago, segin la Resolucién ofi-
cial (19). Para informacién sobre CUPS, prestadores y examenes
incluidos en los planes de beneficios, se consultaron las bases
de datos del sistema de informacién del MSPS, a través del
repositorio institucional digital (20).

Para documentar las pruebas para el diagnéstico y el mane-
jo clinico, se utilizaron los términos Medical Subject Headings
(MeSH): rare disease, orphan disease, neglected disease y neo-
natal screening, para la busqueda en las bases de datos del The
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (21) como
PubMED, asi como para la busqueda en ORPHANET (17), Rare
Diseases Europe (EURORDIS) (22), National Organization for

Rare Disorders (NORD) (23) y Federacién Espafiola de Enferme-
dades Raras (FEDER) (24). Para consultar la correlacién genoti-
po fenotipo y diagnéstico, se utilizé la base Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) (25) con el termino rare disease mas
el nombre de la patologia especifica.

Se tuvieron en cuenta las variables: tipo de prueba diagnos-
tica, tipo de prueba de segunda opinién (second tier), tipo de
prueba gold standard.

El listado oficial de ER en Colombia Resolucién 5665 de 2018)
contiene 2 198 entradas, acorde con la ultima revisién (26), para
patologias con una frecuencia de menos de 1 en 5 000 indivi-
duos, mientras que FEDER, contiene en el listado actual 2 602
condiciones (24). El listado del MSPS es actualizado cada dos
anos en una mesa de trabajo con expertos, que se anexa al
protocolo SIVIGILA. El listado de FEDER se actualiza continua-
mente con casos reportados por los pacientes, esto hace dife-
rentes ambos registros y de hecho se revisé la similitud entre
ambos listados, y se evidencié coincidencia en el 20% de las

Tabla 2. Distribucién de las ER por etiologia.

Bases de datos o registros

Etiologia Orphanet
(%)
Ambiental 2 0,7
Congénita 23 8.6
Teratogénica 1 0.4
Genética 220 82.4
Infecciosa 4 1.5
Inmunolégica 6 2.2
No definida 5 1.9
Neoplésica 6 2.2

MSPS (SIVIGILA)

(%)
2 1.0
14 6.7
1 0.5

177 85.7
2 1.0
6 29
5 2.4
1 0.5

Tabla 3. Distribucién en porcentaje (%) de los tipos de pruebas diagndsticas confirmatorias para las ER en SIVIGILA.

Tipo de prueba
Estudio Molecular

MSMS

Medicién actividad enzimatica

HPLC

Cromatografia de gases acoplada a masas (GC MS)

Citometria de flujo

cariotipo
Imégenes RMN RX

Biopsia
Criterio Clinico
Inespecifico

Total

n %
878 39.9
7 0.3
38 1.7
26 1.2
25 1.1
1 0.1
15 0.7
65 3
13 0.6
1088 49.5
42 1.9
2198 100
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patologias descritas. Sin embargo, se encuentran listados mas
amplios en los casos de OMIM y ORPHANET, que reportan mas
de 9 853 y 2 1237 condiciones respectivamente, dado que estas
bases de datos no se basan en un limite de prevalencia, sino
en los casos informados a la base de datos.

La universalidad de las ER se entiende por el hecho de que
la mayoria son de etiologia genética, el 85 % en el listado actua-
lizado de Colombia, similar a lo que estd informado en la Unién
Europea (22) (Tabla 2).

La etiologia genética correlaciona con el hecho de que, para
la mayoria de las ER, 39.9 % (n=878), la prueba confirmatoria es
el estudio molecular. Esta proporcién puede ser mayor si se
tiene en cuenta que aun se considera el criterio clinico como
el gold standard para confirmacién en el 49.5 % de las enfer-
medades, proporcién que puede cambiar en la medida en que
se conozcan mejor las bases genéticas y moleculares de las
enfermedades y se puedan encontrar marcadores medibles en
el laboratorio (Tabla 3).

De otra parte, hay otra consecuencia a partir de la etiologia
genética de las ER, la cual se aprecia en el momento en el cual
se diagnostican, la mayoria, (39 %), pueden ser diagnosticadas
al momento del nacimiento, sin embargo, solamente el 12 %
pueden ser detectadas mediante tamizaje neonatal (Tabla 4).

Bajo la denominacién de tamizaje basico se encuentran las
patologias que requieren pruebas de laboratorio usuales en la
rutina clinica, como inmunoensayos, colorimetria y electrofo-
resis. El tamizaje ampliado comprende las patologias para las
cuales se utiliza la MS/MS. En algunos paises, que han intro-
ducido en el tamizaje ampliado las enfermedades de depésito
lisosomal, se requieren pruebas de actividad enzimatica (27).
Hasta aquli, el laboratorio de tamizaje basico deberia tener en
su portafolio, las metodologias para Inmunoensayos, colorime-
tria y electroforesis. Sin embargo, no es asi de simple, porque
por definicién, el tamizaje neonatal implica realizar la prueba
confirmatoria cuando la prueba de tamizaje es positiva (28).
Esto abre el abanico de pruebas que el laboratorio debe tener
disponibles.

Para implementar el programa de tamizaje neonatal, el labo-
ratorio clinico necesita disponer de pruebas de rutina a nivel
hospitalario, pero en cuanto a las pruebas confirmatorias, la
mayoria son de quimica analitica instrumental, como la cro-
matografia de gases acoplada a detector de masas (GC-MS),
para el control de &cidos organicos, la HPLC, para el seguimien-
to de aminoacidos, la MS/MS, ademas de la secuenciacién de
ADN por Sanger y la necesidad de microarreglos, ademas de
varias pruebas de actividad enzimatica especifica, entre ellas
las de enfermedades de depésito lisosomal, aunque en Colom-

bia este ultimo grupo no esta contemplado en el tamizaje neo-
natal de EIM (tabla 5).

Recomendaciones

Es fundamental la estructuracién de la «Red de Laboratorios
de Enfermedades Raras», asi como la «Red de Laboratorios de
Tamizaje Neonatal», como lo define la ley 1980 puesto que la
heterogeneidad de pruebas, de metodologias y la alta comple-
jidad, limita la posibilidad de que un solo laboratorio disponga
de todas las aproximaciones analiticas. En Colombia se cuenta
con la «Red Nacional de Laboratorios en el Instituto Nacional
de Salud». Esta Red coordina el programa de evaluacién exter-
na del tamizaje neonatal, en coordinacién con los Laboratorios
de Salud Publica (LSP), a través de los cuales se controla la
calidad del tamizaje. Es asi como, se recomienda implementar
el tamizaje basico propuesto en las guias de practica clinica y
posteriormente ampliarlo dado que ya se cuenta en el pais con
la tecnologia de MS/MS. De otra parte, dado que la oportunidad
en el diagnéstico es una prioridad, la estructuracién de la red
permitiria la comunicacién y flujo de muestras de una manera
eficiente entre los laboratorios clinicos, laboratorios especiali-
zados y laboratorios en el exterior, con el apoyo de plataformas
de interoperabilidad, que bien pueden estar organizadas por
las propias Entidades Administradoras de Planes de Beneficio
y sus prestadores

Conclusiones

Una estrategia de prevencién de buena parte de las ER
es el tamizaje neonatal. El panel de tamizaje neonatal
en Colombia debe pasar de béasico a ampliado, la dife-
rencia tecnolédgica entre ambos es la implementacién
de MS/MS, puesto que desde el tamizaje basico se
requiere de la HPLC y la GC-MS. El Laboratorio Clinico
puede hacer las pruebas iniciales de tamizaje, pero las
pruebas confirmatorias, de seguimiento y control, son
complejas y posiblemente requieran la confluencia de
diferentes laboratorios especializados.

Tabla 4. Distribucién en porcentaje (%) del momento del diagnéstico de la ER

Momento del diag-

. Prenatal
noéstico

Tamizacién neonatal

Vigilancia congé-

clinica pre sinto- .
clinica en curso

% 6.25 12.5

nitas matica
82 1 114
39.42 0.48 54.81
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Tabla 5. Pruebas para Tamizaje, segiin enfermedad y prueba confirmatoria con técnica correspondiente.

PRUEBA de
Enfermedad Tamizaje (Me- Técnica Prueba confirmatoria Técnica
tabolito)
PR Inmunofluorescencia
Hipotiroidismo Inmunofluores- q
P cnit TSH neonatal . T4 libre
congénito cencia Sangre
Na+, K+ Varias técnicas de Laboratorio clinico de rutina
- Cariotipo Cultivo y bandeo
g ©
o &
©
% % gasometria venosa Varias técnicas de Laboratorio clinico de rutina
5 d
Hiperplasia adrenal g g
iperplasia adrena & S S e— IRMA Electroquimio
congenita = = ’ gr luminiscencia
S £
:
] ; IRMA Electroquimio
Bl = Androstenediona -ectroqul
~ luminiscencia
IRMA Electroquimio
testosterona .. :
luminiscencia
Galactosa 1- Galactoquinasa y Ga- 854 . 4. Ang
. A P Inmunofluores- 9 2 y Medicién de actividad enzimdtica en sangre,
Galactosemia Uridil transfera- q lactosa 1-P Uridiltrans- a
cencia higado, fibroblastos
sa (GALT) ferasa
Aminoécidos plasma HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
(4]
1]
© o aes P
© Colorimetria Biotinidasa sérica
=
o o B Medicién de actividad enzimatica
Deficiencia de Bioti- A Carboxilasas linfoci-
nidasa ] tarias
S
% Piruvato carboxilasa
<
Lactato sérico
Cuerpos ceténicos
. . Fenilalanina - Inmunofluores- . . . . L.
Fenilcetonuria enaaning UnOIUoTes Fenilalanina hidroxilasa Actividad enzimatica
Tirosina cencia
L Acidos organicos en .
Deficiencia de acyl- . P g Cromatografia de gases acoplada a masas
. Perfil de Acil- Espectrometria orina
CoA deshidrogenasa i
. carnitinas (C8 de masas en
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Consideraciones éticas

De acuerdo con la normatividad colombiana, en la reso-
lucién 08430 de 1993 del Ministerio de Salud y Protec-
cién Social, el presente estudio fue considerado sin ries-
go. Se tuvo en cuenta el cumplimiento de los principios
contemplados en las guias de la Organizacién Mundial
de la Salud (WHO) (29), sobre aspectos éticos en la vigi-
lancia en Salud Publica: El Bien Comun, La Equidad y el
Respeto por las personas.
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