
Screening Neonatale Esteso





Prelievo del 
campione DBS

Perchè il DBS?

25 µl
3-5 
mL

Area di prelievo Collezionamento di 
alcune gocce di sangue
sulla cards 



Prelievo del campione DBS

✓ Tipicamente viene utilizzato uno spot punzonato per test: 3-3,2 
μL of di sangue

✓ 1 goccia di sangue ha un volume di circa 25μL



The first week after birth

Sample collection within 

48-72 hours of life

Shipping of samples to the 
screening lab within            

24-48 hours after sample 
collection

Screening lab work 
24-48 hours from the 
sample arrival in the 

NBS lab

Results reported or 
baby recalled

Time is very important in newborn screening. An optimal goal is to have the 
process ready by day 7 and quicker if possible

Timing is Everything!



I disordini dello screening



Principi della Spettrometria di massa tandem





1. Disordini del 
metabolismo del 
trasporto degli
amminoacidi: AA

• Rif.  Legge 167/2016  
D.M.13 Ottobre 2016 e 
normative correlate e 
Documento di consenso 
SIMMESN 2018

Malattia Acronimo Gruppo

Denominazione 

del Gruppo

Patologia

Marker 

Primari

ALTO 
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Iperfenilalaninemia 

benigna HPA
Phe

NO

Deficit della biosintesi 

del cofattore 

biopterina 
BIOPT (BS)

Phe

NO

Deficit della 

rigenerazione del 

cofattore biopterina
BIOPT (REG)

Phe

NO

Tirosinemia tipo I TYR I SUAC SI

Tirosinemia tipo II TYR II Tyr NO

Malattie delle urine a 

sciroppo d’acero MSUD
Val

XLeu SI

Omocistinuria (difetto 

CBS) HCY
Met alta

SI

Omocistinuria (difetto 

severo di MTHFR) MTHFR
Met bassa

SI



Fenilchetonuria
(PKU): Pathway 
metabolico



Fenilchetonuria
(PKU): Diagnosi
neonatale

Aumento della SPECIFICITÀ

• Richiamati 6 bambini
• 4 sono stati 

confermati come 
iperfenilalaninemie

• 2 PKU

2 Metaboliti  importanti

Phe Phe/Tyr



Un pò di 
storia



ACIDEMIE

Acidemia glutarica tipo I

Acidemia Isovalerica

Aciduria 3-Idrossi 3-metil glutarica

Deficit del Beta-chetotiolasi

Acidemia Metilmalonica

Acidemia Propionica

Deficit Multiplo delle carbossilasi

Deficit del 3-Metil crotonil-CoA carbossialsi

Deficit del 2-Metil butirril-CoA deidrogenasi

Aciduria 3-Metil glutaconica

Deficit del Isobutirril-CoA deidrogenasi

Aciduria Malonica

Aciduria 2-Metil 3-idrossi butirrico



2. Acidemie Organiche: 
OA

• Rif.  Legge 167/2016  
D.M.13 Ottobre 2016 e 
normative correlate e 
Documento di consenso 
SIMMESN 2018

Malattia Acronimo Gruppo Denominazio

ne del 

Gruppo

Patologia

Marker 

Primari ALTO 

RISCHIO

Acidemia 

glutarica tipo I
GA I

OA

D
IS

TU
R

B
I D

EL
 M

ET
A

B
O

LI
SM

O
 E

 D
EL

 T
R

A
SP

O
R

TO
 D

EG
LI

 A
M

IN
O

A
C

ID
I

C5DC
SI

Acidemia

isovalerica
IVA

C5
SI

Deficit di beta-

chetotiolasi
BKT

C5:1

C5OH
SI

Acidemia 3-

idrossi 3-

metilglutarica

HMG

C5OH

C6DC SI

Acidemia

propionica
PA

C3
SI

Acidemia

metilmalonica 

(Mut)

MUT

C3

SI

Acidemia 

metilmalonica 

(CbI-A)

CbI A

C3

SI

Acidemia 

metilmalonica 

(CbI-B)

CbI B

C3

SI

Acidemia 

metilmalonica 

con omocistinuria 

(deficit CbI C)

CbI C

C3 alta

Met bassa
SI

Acidemia 

metilmalonica 

con omocistinuria 

(deficit CbI D)

CbI D

C3 alta e/o

Met bassa
SI

Deficit di 2-

metilbutirril-CoA-

deidrogenasi

2MBG

C5

SI

Aciduria malonica MAL C3DC SI
Deficit multiplo di 

carbossilasi
MCD

C5OH
SI



ACIDEMIA  
PROPIONICA



L’Acidemia propionica, è un difetto dell’Enzima 
PropionilCoA carbossilasi, che carbossila il 

PropionilCoA (C3), per formare METIL-MALONIL COA 
verso la formazione di SUCCINILCoA.

Incidenza bassissima:
1-9 / 1 000 000

• Si manifesta con scompensi 
metabolici potenzialmente letali

• Disfunzioni Neurologiche
• Cardiomiopatie

Manifestazioni Cliniche

Acidemia Propionica



ACIDEMIA  METILMALONICA

La prevalenza complessiva delle diverse forme 
di MA è stata stimata tra 1/48,000 e 1/61.000 
nel Nord America, e 1/26,000 in Cina, anche se 
solo una piccola parte delle forme corrisponde 

all'acidemia metilmalonica refrattaria alla 
vitamina B12.

• letargia, 
• ritardo della crescita, 
• vomito ricorrente, 
• disidratazione, 
• distress respiratorio,
• ipotonia muscolare, 
• epatomegalia e coma. 

Manifestazioni Cliniche



B12

PropionylCoA

Metionina

Omocisteina

Treonina

Isoleucina

Ac. Grassi a catena dispari

PropionilCarnitina
C3

MTHFR

PropionilCoA
Carbossilasi

Acidemia Propionia

MetilMalonilCoa (MMA)

MetilMalonilCoA
Mutasi

SuccinilCoa

Acidemia
MetilmalonicaB12

MetilCitrico (MCA)

SecondTier
test

HCY
MCA

MMA



SECOND TIER TEST: - METILMALONICO (MMA)
- OMOCISTEINA (HCY)
- ACIDO METILCITRICO (MCA) 



8334
Campioni 
Analizzati

740
Second-Tier

7,7%
Second-Tier 0,3%

Elevati livelli 
di HCY e MMA

3
Conferma

OPBG

1-Con Vit B12
1-MMA CON OMOCISTEINURIA
1-NEG

DATI CENTRO SCREENING DI CHIETI NEL 2020



54
Sottoposti a 

Terapia 
Antibiotica e/o Cortisonica

Fattori importanti nei Second-Tier

545
Second-Tier

Nessuno
Ha presentato 
Livelli Elevati di

HCY/MCA/MMA

1

2 Difetti Materni

5
Madri Richiamate

Tutte
Hanno Mostrato 

elevati livelli di HCY
Hanno Iniziato 

un percorso diagnostico
1 Ha una mutazione MTHFR

3 Dieta Vegana

«casi di deficit materno di vitamina B12, identificati
attraverso lo screening neonatale esteso, sono
triplicati: dai 42 del 2015 ai 126 del 2016» SIMMESN



4 Altri Fattori

Il Mese di Aprile 2019

26.5%

73.5%

DOPPIO DELLA MEDIA ANNULE

In tali casi sarebbe opportuno, ove possibile il 
dosaggio di Vit. B12 sia sul neonato che sulla 

madre.





DIFETTI DELLA BETA OSSIDAZIONE

• Sono descritte più di 20 
patologie legate a difetti 
dell’ossidazione degli acidi 
grassi. Sono tutte patologie 
molto gravi con difetti 
cardiaci e neuronali.



Difetto di Carnitina aciltrasferasi I 

Difetto di Carnitina aciltrasferasi II

Carnitine palmitoyltransferase 1  e 2 Deficit (CPT1 e 2)

Difetto di Carnitina-acilcarnitina traslocasi

Carnitine-acylcarnitine translocase (CACT) 

Sistema che trasporta le carnitine all’interno del mitocondrio



Carnitine palmitoyltransferase 1  e 2 DEFICIT (CPT1 e 2)

Carnitine-acylcarnitine translocase (CACT) 

Deficit di carnitina palmitoil-trasferasi I
CPT I

C0 alta            

C16 bassa              

C18 bassa

C0/(C16+C18)

(qui il rapporto 

è importante)

SI

Deficit di carnitina-acilcarnitina 

traslocasi CACT

C16

C18:2 

C18:1

C18

(C16+C18:1)/C

2

(qui il rapporto

è più

importante)

C0/(C16+C18)

SI

Deficit di carnitina palmitoil-trasferasi II

CPT II

C16 

C18:2 

C18:1 

18

(C16+C18:1)/C

2

(qui il rapporto

è più

importante)

C0/(C16+C18)

SI

MARCATORI



Incidenza <1 / 1 000 000

• Sonnolenza estrema

• Modifiche del comportamento

• Umore irritabile

• Perdita dell’appetito

• febbre

• diarrea

• vomito

• ipoglicemia

• Alti livelli di amoniaca nel sangue

• Convulsioni

• Coma

CPT1-CPT2-CACT Cause e sintomi

NON FANNO CHETONI!



Qual’e’ il trattamento

• Consultare un esperto di alimentazione

• Evitare di rimanere a digiuno, piccoli pasti frequenti

• Dieta povera in grassi, ricca in carboidrati (pane, pasta, frutta, 

vegetali) e proteine (carne magra e prodotti caseari poveri di grassi)

• olio con trigliceridi a media catena (NON hanno bisogno dei

trasportatori)

,

Con un trattamento precoce e accurato i bambini con 

questo difetto riescono a vivere avendo una crescita 

e uno sviluppo normale.



Difetto di assorbimento di carnitine (CUD)
IL difetto di assorbimento di carnitina, Carnitine uptake defect (CUD), impedisce

all’organismo di utilizzare i grassi come fonte di energia in particolare nei periodi di

digiuno. Le carnitine sono sostanze naturali introdotte prevalentemente con la dieta.

Nelle persone con CUD non funzionano i trasportatori di carnitina. Queste proteine

normalmente trasportano le carnitine nelle cellule e prevengono la loro eliminazione

urinaria. La frequenza della CUD è circa 1 su 100 000 nati e viene ereditato come

malattia autosomica recessiva

OCTN2

The gene for primary carnitine 

deficiency, SLC22A5



Tasso di incidenza 1:100 000 nati vivi al mondo, 1:40 000 in 

Giappone.

Ma la più alta incidenza di CUD è NELLE Isole Faroe in Islanda 

(1:300) un arcipelago isolato dal continente

Carnitine Uptake Defect (CUD): INCIDENZA
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Conferma diagnostica CUD

• La diagnosi di CUD è confermata dal dosaggio del livello di 

carnitine circolanti che sono gravemente ridotte. 

• Mentre sono aumentete nelle urine. 

Se il trattamento previene le crisi metaboliche I bambini con CUD 

hanno una buona prognosi. 

•Il trattamento con L-carnitina per via orale è seguito da un lento 

aumento dei livelli di carnitina plasmatica. 

I pazienti con CUD devono comunque evitare periodi di digiuno e 

devono preferibilmente seguire una dieta povera di grassi e ricca in 

carboidrati. 



Deficit di acil-CoA

deidrogenasi a catena 

molto lunga VLCAD
C14:1

C14:2

C14

C14:1/C2

(non si muove mai, 

richiamo se è ↑)

(C14:1/C16)

SI

Deficit della proteina 

trifunzionale

mitocondriale

TFP

C18OH C16OH

C16:1OH 

C18:1OH 

C18OH/C18

C16OH/C16 SI

Deficit di 3-idrossi-acil-

CoA deidrogenasi a 

catena lunga

LCHAD

C18OH C16OH

C16:1OH 

C18:1OH

C18OH/C18

C16OH/C16 SI

Deficit di acil-CoA 

deidrogenasi a catena 

media MCAD

C8 

C6

C10 

C10:1

(nell’ordine)

C8/C10

C8/C2

SI

Deficit di 3-idrossi-acil-

CoA deidrogenasi a 

catena media/corta

M/SCHAD C4OH SI



La b-ossidazione degli acidi grassi

Le ultime 3 reazioni sono catalizzate da un 

complesso multienzimatico associato alla 

membrana interna (proteina trifunzionale

TFP) fino a 12 atomi di carbonio.

TFP

LCHAD-SCHAD



Ereditate come autosomiche recessive

Carrier parent        Carrier parent

Affected Carrier Carrier Not a

baby baby baby carrier

La piu’ comune e’ il difetto

dell’acil-CoA deidrogenasi per

acidi grassi a catena intermedia

(MCAD) di cui sono portatori 1 su

40 individui e circa 1 su 10 000 e’

omozigote.



Cosa sono I difetti della b-ossidazione?

▪ Difetti di enzimi che catabolizzano I grassi di varia lunghezza

▪ I grassi sono una importante fonte di energia sopratutto nei periodi di digiuno. 

▪ Si accumulano acidi grassi parzialmente digeriti nel sangue

▪ Aumentano gli acidi bicarbossilici nelle urine prodotti dalla  omega ossidazione.

Complicanze

▪ Ipoglicemia fino al coma o alla morte improvvisa

▪ Sonnolenza

▪ Difetti neurologici

▪ La mortalita’ per l’MCADD varia dal 25% al 60%. 



Trattamento? 

• Evitare periodi di digiuno – molti piccoli pasti

• Gestione di malattie febbrili o vomito che 
possono determinare scompenso metabolico

• In caso di emergenza – glucosio endovena



A case of suspected VLCAD Very long-chain acyl-CoA dehydrogenase 

deficiency

1° SNE (> 48h): 
C14:1= 0.95 µmol/L (cut-off<0.35 µmol/L)
C14:2= 0.08 µmol/L (cut-off<0.05 µmol/L)
C14= 0.96 µmol/L (cut-off<0.46 µmol/L)
C14:1/C2= 0.05 (cut-off< 0.02)
C14:1/C16= 0.22 (cut-off< 0.13)
(C12= 0.43 µmol/L (cut-off<0.3 µmol/L))

2° SNE: 
C14:1= 0.22 µmol/L (cut-off<0.35 µmol/L)
C14:2= 0.04µmol/L (cut-off<0.05 µmol/L)
C14= 0.24 µmol/L (cut-off<0.46 µmol/L)
C14:1/C2= 0.03 (cut-off< 0.02)
C14:1/C16= 0.11 (cut-off< 0.13)
(C12= 0.13 µmol/L (cut-off<0.3 µmol/L))

3° SNE: 
C14:1= 0.40 µmol/L (cut-off<0.35 µmol/L)
C14:2= 0.12µmol/L (cut-off<0.05 µmol/L)
C14:1/C2= 0.05 (cut-off< 0.02)
C14:1/C16= 0.5 (cut-off< 0.13)

Diagnsotic Confirmation
urinary organic acids and 
acylcarnitines DBS

VLCAD with compound 
heterozygous pathogenic 
mutations in the ACADVL gene



ESAMI 
SIEROLOGICI 
SU DBS 



• -"CO" - Corona, "VI" - Virus e "D" per Disease, mentre 19 sta ad indicare 
l'anno durante il quale il virus è stato identificato per la prima volta

• I coronavirus sono una vasta famiglia di virus noti per causare malattie che 
vanno dal comune raffreddore a malattie più gravi come la Sindrome 
respiratoria mediorientale (MERS, Middle East respiratory syndrome) e la 
Sindrome respiratoria acuta grave (SARS, Severe acute respiratory 
syndrome).

• Sono virus a RNA a filamento positivo, con aspetto simile a una corona al 
microscopio elettronico.



• SARS-CoV-2 presenta quattro proteine ​​strutturali, note: come 
proteina ​​S (spike), E (envelope), M (membrane) e N (nucleocapside).

• Inoltre il genoma del virus codifica per le proteine necessarie alla 
trascrizione e alla replicazione dell’RNA virale.

https://it.wikipedia.org/wiki/Proteine
https://it.wikipedia.org/wiki/Nucleocapside




Test COVID: Quali informazioni?

• Tampone rapido, il tampone
molecolare e test salivare: sono in 
grado di riconoscere diverse 
componenti del virus nell’organismo e 
ci dicono quindi se è in corso
l’infezione al momento della loro
somministrazione.

• Test sierologico: cerca eventuali
anticorpi prodotti dal sistema
immunitario in risposta all’infezione e 
possono determinare se una persona è 
entrata in contatto con il virus in 
passato.

Test POSITIVO: Indica la 
presenza della malattia in 

atto

Test POSITIVO: Indica la 
probabile infezione

pregressa





Esami sierologici

• Servono a valutare la presenza di anticorpi diretti contro il 
virus. Una positività al test indica che il soggetto è stato in 
contatto con il virus ed ha sviluppato una risposta immune. La 
positività al test non indica se il soggetto è ancora contagioso. 
Infatti in teoria tutti i soggetti che si sono infettati e sono guariti 
dovrebbero essere positivi al test per le immunoglobuline.

• Si valutano due categorie di anticorpi le IgM e le IGG . Il 
soggetto può essere positivo a uno solo dei due tipi o entrambi. 
Le IgM vengono prodotte prima e indicano una infezione 
recente probabilmente ancora in corso, le IgG vengono 
prodotte dopo e indicano una infezione  più lontana nel tempo 
e il soggetto molto probabilmente non è più infettivo. La 
presenza di entrambe indica una situazione di transizione.

3. SIEROLOGICO 



Esami sierologici

IgM: prodotti 
nella fase 
iniziale, 

solitamente 
appaiono al 4°-
6° giorno dalla 
comparsa dei 
sintomi della 
malattia e, 

dopo qualche 
settimana, 

scompaiono;

IgG: prodotti 
più tardi (9°-12°

giorno), 
rimangono 
all’interno 

dell’organismo 
per periodo più 

lungo.

Molte regioni hanno introdotto una normativa che richiede a chi risulta positivo ai test sierologici (anche se 
solo positivo alle IgG) di eseguire un tampone per confermare l’assenza del virus nelle mucose e quindi la non 
contagiosità del soggetto.



Esami sierologici
• Esistono tre tipologie di test sierologici: qualitativi, semi-

quantitativi, quantitativi.

• La sostanziale differenza sta nella metodologia di analisi:

• nei test qualitativi si stabilisce solo se una persona ha sviluppato 
o meno degli anticorpi, secondo una logica positivo/negativo;

• nei test quantitativi vengono dosate le quantità di anticorpi.

• Anche la modalità di analisi cambia:

• i test qualitativi sono test rapidi, in cui è sufficiente una goccia di 
sangue, che viene esaminata in un kit portatile e si ottiene 
riscontro immediato, esattamente come avviene nel caso del test 
autodiagnostico di gravidanza che rileva l'ormone hCG 
nell'urina.

• I test sierologici quantitativi, invece, richiedono un prelievo di 
sangue e uno specifico analizzatore in dotazione alle strutture 
sanitarie.

• Esistono test semiquantitativi su goccia di sangue che richiedono 
qualche ora di analisi ma bassi costi e alti numeri analizzati, ma 
necessarie macchine molto costose. Solo 16 in Italia.

3. SIEROLOGICO 



Esami sierologici-Test Quantitativi e 
Semi-quantitativi

• I test quantitaivi si effettuano con diverse tecniche e su diversi 
campioni biologici:

• ELISA o enzyme-linked immunosorbent assay (saggio immuno-
assorbente legato ad un enzima).

• CLIA o Chemi-Luminescence Immuno Assay

• DELFIA (dissociation-enhanced lanthanide fluorescence 
immunoassay)

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi



• Il TEST ELISA è un saggio 
colorimetrico 

• La lettura delle piastre viene 
effettuata attraverso uno 
spettrofotometro

• La lunghezza d’onda utilizzata per 
la lettura dipende dall’enzima 
legato all’anticorpo usato per la 
detection

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi



ESAME QUANTITATIVO: 
PROPORZIONALITA’ DEL
COLORE

• L'intensità del colore è proporzionale al numero di  complessi
antigene-anticorpo formati e quindi alla concentrazione dell'antigene
nel campione analizzato.

NB: Potrebbe essere usato per i Tamponi. Se l’antigene è presente il 
complesso si forma. Anche se ad oggi la lettura non è su piastre ma su
sistemi poit of care.

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi



ELISA
SANDWICH
Più
comunemente
usato per i
sierologici da 
SARS-CoV-2

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

INDIRETTO

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi



GSP®/DELFIA® Anti-SARS-CoV-2 IgG KitCE-IVD SENSITIVE DETECTION OF THE SARS-COV-2 
IgG ANTIBODIES



DRIED BLOOD SPOT (DBS) SAMPLE

Sampling from finger prick

Small volume of blood

Shippable in envelope

Stable at room temperature

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi



VANTAGGI DEL METODO BASSO COSTO E ALTA 
TRACCIABILITÀ

POSSIBILITÀ DI 
SCREENARE 

UNA GRANDE 
POPOLAZIONE

I CAMPIONI SONO 
STABILIE POSSONO ESSERE 

SPEDITI PER POSTA

È POSSIBILE 
L’AUTOCAMPIONAMENTO

SANGUE SECCO ABBASSA IL RISCHIO 
INFETTIVO

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi



MISURA DI FLUORESCENZA A TEMPO RISOLTO

IgG umane da 
sangue

IgG anti IgG 
umane legate ad 

Europio

DELFIA su fase solida si basa su un principio di 
misura indiretta.

Per rivelare le IgG anti-SARS-CoV-2 su spot di 
sangue secco, siero e plasma.

USO PREVISTO
Il kit è destinato per la rivelazione

semiquantitative di anticorpi umani della
classe IgG contro SARS-CoV-2 in campioni

umani di sangue secco assorbito su carta da 
filtro e su campioni umani di siero/plasma per 

mettere in luce individui con una risposta
immune adattative al SARS-CoV-2, indicando

una recente o una pregressa infezione

MISURA DELLE IgG DA CAMPIONI DBS O DA SIERO/PLASMA 

Excitation at 320 or 340 nm leads to detectable 
emission at 615 nm

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi



PROTOCOLLO DEL DOSAGGIO IgG Anti-SARS-CoV-2  

RISULTATO: RATIO= DOSAGGIO SUL CAMPIONE/ DOSAGGIO SU CALIBRATORE

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi



DOSAGGIO AD ALTA PORTATA CAMPIONARIA

16 PIASTRE IN 8h

PRIMA PIASTRA CARICATA 
ALLE 8 AM

24 PIASTRE ANALIZZATE ALLE 
4 PM

40 PIASTRE IN 24h (3600 
CAMPIONI AL GIORNO)

PORTATA 

2h 9 min per piastre
24 piastre in 10.33 h

90 campioni per piastra
2.3 piastre/ore

3. SIEROLOGICO: quantitative e semi-quantitativi








