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Valeria Raia, Angela Sepe, Fabiola
De Gregorio, Antonella Tosco
Centro Regionale Fibrosi Cistica,
Dipartimento di Scienze Mediche
Traslazionali, Universita di Napoli
Federico II

Lo screening neonatale
per la Fibrosi Cistica:
quali novita?

Corrispondenza: Valeria Raia Newborn screening for cystic fibrosis: what news?

email: raia@unina.it

Riassunto Lo screening neonatale per la Fibrosi Cistica & una complessa procedura, ormai diffusa in tutto il mondo, che
coinvolge i controlli di qualita dei laboratori per la raccolta e analisi dei campioni esaminati (tripsinogeno immunoreattivo,
analisi genetica, test del sudore), la comunicazione di diagnosi, la consulenza genetica e il follow-up presso i Centri di cura
specializzati per la Fibrosi Cistica. Non esiste un algoritmo diagnostico “ideale”. E importante una periodica rivalutazione
del valore soglia di normalita (cut-off) dell'IRT, che rappresenta sempre il I test da effettuare; il II test IRT e il test genetico
sono stati introdotti per ridurre i falsi positivi e migliorare I'accuratezza diagnostica.

Vantaggi e svantaggi per ogni programma di screening sono stati registrati in termini di specificita, sensibilita, costi, risultati
di falsi positivi e negativi, livelli di ansia dei genitori per 'attesa del risultato e diagnosi di forme “atipiche” di Fibrosi Cistica,
la cui storia naturale non & ancora nota e che potrebbero non avere necessita di interventi terapeutici.

Mentre sono acclarati gli effetti positivi dello screening sull’andamento dello stato nutrizionale, resta ancora controversa
la dimostrazione di efficacia del programma di screening nel ridurre la mortalita. Tuttavia, & opinione comune che tale
programma debba rientrare in quelli dei “diritti umani fondamentali” e debba essere implementato nei programmi di pre-

venzione sanitaria.

Parole chiave: screening neonatale, fibrosi, tripsinogeno immunoreattivo, analisi genetica, test del sudore
Key words: newborn screening, cystic fibrosis, immunoreactive trypsinogen, genetic analysis, sweat test

INTRODUZIONE

La Fibrosi Cistica (FC) ¢ la pit frequente malattia
genetica autosomica recessiva a prognosi severa
della popolazione caucasica. E causata da muta-
zioni del gene regolatore della conduttanza di ioni
a livello della membrana epiteliale (CFTR). Ad
oggi circa 2000 mutazioni sono state identificate
sul gene e di queste quasi 120 sono responsabili
della espressione clinica di malattia classica (1).
Lo screening neonatale della FC consente di iden-
tificare precocemente la malattia, con il vantaggio
di avviare un programma di cura prima che si
manifestino sintomi evidenti o complicanze irre-
versibili. In particolare, lo stato nutrizionale e la
crescita sono avvantaggiati nei primi anni di vita
ed il trattamento mirato delle infezioni respirato-
rie condiziona una prognosi migliore.

E noto, infatti, che anche nei bambini diagnosti-
cati per screening la funzionalita respiratoria ten-
de ad essere precocemente alterata nei primi mesi
di vita a causa di una ostruzione bronchiale, an-
che in assenza di sintomi respiratori (2).

Un ulteriore vantaggio dello screening neonatale &
dato dalla possibilita di poter fornire precocemen-
te alla coppia di un bambino affetto ed ai familiari
un’adeguata consulenza genetica, essendo oggi di-
sponibile la diagnosi prenatale per la FC (3).

Lo screening neonatale per FC & una complessa
procedura che, oltre a permettere il trattamento di

una popolazione di pazienti diagnosticata poten-
zialmente in condizione pre-sintomatica, fornisce
conoscenze nuove sullincidenza della malattia e
sulla storia naturale della stessa (3).

Si basa su multiple fasi di test effettuati su spot
di sangue essiccato. Il primo step consiste sempre
nella determinazione della concentrazione della
tripsina immunoreattiva (IRT), seguito, nei bam-
bini positivi al test, da altre indagini, che general-
mente includono I'analisi delle mutazioni del gene
CFTR. 1l principale obiettivo consiste nella identi-
ficazione di neonati ad elevato rischio di avere la
FC; i neonati risultati positivi all'TRT sono sotto-
posti ad ulteriori test presso centri di diagnosi per
la FC per confermare (veri positivi) od escludere
(falsi positivi) la diagnosi.

Quasi tutti i Paesi dell’'Europa, del Nord America
e dell’Australia hanno organizzato un programma
di screening neonatale al fine di individuare la po-
polazione a rischio per la malattia, che viene poi
sottoposta agli accertamenti specifici per la con-
ferma della diagnosi di FC. I programmi di scree-
ning neonatale nel mondo hanno avuto date d'ini-
zio e continuano ad avere modalita di esecuzione
molto differenti (4).

PROGRAMMI DI SCREENING

Lo screening neonatale per la FC ¢ stato concreta-
mente possibile, alla fine degli anni '70, grazie alla
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disponibilita di un test radioimmunologico (5-7)
per il dosaggio dell'TRT su sangue, raccolto in 32-52
giornata, adsorbito su carta da filtro e disidratato
(Guthrie card), procedura gia usualmente utilizza-
ta fin dagli anni 60 per l'esecuzione di altri scree-
ning neonatali.

Successivamente, la possibilita di effettuare saggi
immunoenzimatici, implementati mediante ana-
lizzatori automatizzati o semiautomatizzati, ha
permesso di ridurre gli errori dovuti alla manipo-
lazione dei campioni, di ridurre i tempi di lavo-
ro e di aumentare la specificita e la sensibilita del
test. Il razionale per I'impiego di tale test per sele-
zionare alla nascita i bambini con sospetto di FC
deriva dal riscontro di valori elevati della tripsina
nel sangue dei neonati FC nei primi mesi di vita,
probabilmente da attribuire al reflusso della tripsi-
na verso il circolo ematico per la ostruzione dei
dotti pancreatici. Valori elevati di IRT si possono
comunque trovare anche in soggetti non FC.
Generalmente la soglia di normalita per il primo
IRT effettuato in 3°-5° giornata ¢ <45-50 ng/ml, da
confermare al re-testing (secondo test della tripsi-
na, di solito a un mese di vita, con riferimento di
valore soglia di normalita pit basso).

Comungque, il livello decisionale (cut-off) di norma-
lita per I'IRT viene sperimentalmente definito da
ogni singolo laboratorio, sulla base dei differenti
kit utilizzati, della numerosita della popolazione
di neonati considerata e dei protocolli e algoritmi
applicati.

La scelta del cut-off deriva dall’analisi statistica di
un elevato numero di valori di IRT; poiché I'IRT
non ha una distribuzione gaussiana, il cuz-off € de-
finito in base all’analisi dei centili (statistica non
parametrica). La scelta del centile al quale fissare
il cut-off & funzione dei livelli di efficacia del pro-
gramma di screening ed & un compromesso tra
esigenza di buona sensibilita e specificita e costi
economici e sociali. In genere, si sceglie un valore
che stia tra il 99° e il 99,5° percentile di tutti neo-
nati testati. Quindi, solo una piccola parte (tra lo
0.5 e I'1%) seguiranno un iter di approfondimento.
E buona regola ricalcolare con regolarita il cut-off
dell'IRT, basandosi sulla media e la dispersione dei
valori nella popolazione.

I primi programmi di screening per la FC sono
stati attuati con diversi protocolli negli USA e in
Europa; si basavano all'inizio sulla ripetizione
dell'IRT (re-testing); se il I test risultava elevato en-
tro la 6° settimana di vita, si effettuava analisi del
test del sudore per la conferma diagnostica. Suc-
cessivamente, I'analisi genetica per la ricerca delle
mutazioni del gene CFTR ¢ stata inserita nei pro-
grammi di screening, riducendo il numero di falsi
positivi e accelerando la fase dell’iter diagnostico.
In Italia, nei programmi di screening neonatale del
Veneto/Trentino Alto Adige e Toscana si € impiega-
to per molto tempo, nei casi di IRT elevati, in con-
comitanza con il test genetico, il saggio di lattasi
su meconio essiccato, inviato assieme alla card per
IRT, con apprezzabile incremento di sensibilita e
specificita del sistema.

Un gruppo francese (8) ha invece proposto di ef-
fettuare il programma di screening PAP/IRT attra-
verso il dosaggio dell'antigene PAP (Pancreatitis

Associated Protein) determinato su goccia di san-
gue essiccata, che nel neonato FC risulta elevato
presumibilmente per lo stesso meccanismo che
determina I'aumento della tripsina.
Lavanzamento delle tecniche di biologia mole-
colare, attraverso l'uso di diversi kit commerciali
che indagano sempre pitt numerose mutazioni del
gene CFTR (anche fino a 150) ha consentito di mi-
gliorare il cosiddetto “detection rate” nella popola-
zione screenata negli ultimi anni.

In tal modo, mentre il 90-95% dei bambini con FC
¢ diagnosticato mediante il programma di scree-
ning IRT/IRT, lo screening IRT/DNA, che usa un
pannello di mutazioni multiple e direttamente
porta al test del sudore, consente di ottenere una
sensibilita superiore al 98% per i bambini con va-
lori estremamente alti di IRT. Pertanto, molti labo-
ratori hanno adottato 'analisi genetica come step
immediatamente successivo al riscontro di IRT
elevato (9). In questi casi & importante sempre spe-
cificare quante e quali mutazioni sono state esplo-
rate e con quale tecnica ¢& stata eseguita I'analisi,
al fine di stabilire la capacita diagnostica del test
(detection rate).

Un’analisi recente effettuata (4) passa in rassegna
tutti i protocolli di screening attuati ed in via di at-
tuazione in tutto il mondo, definendo di ciascu-
na strategia pro e contro in termini di sensibilita,
specificita, costi, percentuale di falsi positivi e falsi
negativi, probabilita di individuare portatori, li-
vello di ansia generato nei genitori, etc. Lo studio
conclude che nessun metodo o strategia ¢ ideale
per tutte le realta regionali; quindi ¢ fondamenta-
le documentare gli esiti, cosi da poter valutare nel
tempo sia i danni sia i benefici.

In generale, i programmi prevedono un primo do-
saggio dell'TRT, la ricerca delle pit1 frequenti muta-
zioni della proteina CFTR nei neonati con valore
elevato e il proseguimento delle indagini, con se-
condo dosaggio di IRT, ampliamento della ricerca
genetica (sequenziamento) e test del sudore nei
neonati con almeno una mutazione della CFTR
e/o con primo valore di IRT molto elevato.

Oggl lo screemng neonatale per la FC & stato ag-
giunto ai programmi di prevenzione gla esistenti,
con una copertura della popolazione in diversi pa-
esi vicina al 100%.

ESITIDELLO SCREENING NEONATALE

Numerosi studi dimostrano che il decorso clinico
della malattia & complessivamente migliore nei
pazienti diagnosticati per screening alla nascita ri-
spetto a quelli diagnosticati piti tardivamente per
sintomi.

Tuttavia, la non disponibilita di studi clinici con-
trollati randomizzati e la scarsa disponibilita di
studi di coorte prospettici, i limiti metodologici
dell’'analisi dei parametri clinici riferiti a soggetti
diagnosticati per screening, paragonati a soggetti
diagnosticati per sintomi, provenienti dalla raccol-
ta dati dei diversi registri internazionali, 1'evolu-
zione naturale della malattia e la diversa gestione
delle complicanze nei centri specializzati rendono
difficile l'interpretazione degli esiti di efficacia nei
gruppi messi a confronto.
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Crescita e nutrizione

Diversi studi confermano che la malnutrizione se-
vera € meno frequente nei soggetti screenati e che
il migliore stato nutrizionale precoce correla con
una migliore funzionalita respiratoria, almeno
fino all’eta di 8-10 anni. Inoltre, i vantaggi diretti
dello screening sulla crescita/nutrizione (10) dimo-
strano che il gruppo dei bambini screenati con in-
sufficienza pancreatica avrebbe un miglioramento
di tutti i parametri auxometrici, che dura oltre I'in-
fanzia, con importanti benefici della terapia nutri-
zionale anche sulla supplementazione vitaminica;
in particolare, una precoce introduzione della vi-
tamina E puo avere ripercussioni favorevoli sullo
stato cognitivo (11).

Malattia polmonare

A tutt’oggi non vi sono ancora evidenze di signi-
ficativi vantaggi sull’evoluzione della malattia
polmonare. Alcuni studi randomizzati controllati
(2,3) effettuati sia in America sia in Europa evi-
denziano una differenza significativa degli score
radiologici in favore del gruppo degli screenati, ma
solo fino a 7 anni. Uno studio di coorte australiano
mostra un vantaggio significativo a favore dei pa-
zienti screenati fino all'adolescenza, ma il numero
dei pazienti arruolati & troppo piccolo per potere
raggiungere conclusioni definitive. Altri dati sono
comunque a favore di un ritardo nella colonizza-
zione da batteri gram negativi quale Pseudomonas
Aeruginosa nei pazienti screenati, infezione che
condiziona fortemente sia la morbidita sia la mor-
talita di questi pazienti.

Sopravvivenza

Mentre alcuni studi evidenziano una riduzione di
decessi per FC nellinfanzia grazie al contributo
del programma di screening neonatale (12), non
sono disponibili studi longitudinali sufficienti a
stabilire l'impatto, del programma di screening
sulla sopravvivenza a lungo termine, soprattutto
quando i risultati vengono analizzati in periodi di-
versi, e non € quindi possibile distinguere l'effetto
dello screening sugli esiti della malattia dall’effetto
del miglioramento del trattamento della malattia
avvenuto negli ultimi anni.

Prevalenza di malattia

Una tempestiva consulenza genetica fornita dopo
la diagnosi precoce di FC puo favorire il controllo
delle nascite di soggetti malati mediante la diagno-
si prenatale. Alcuni studi hanno recentemente evi-
denziato come in alcune aree geografiche un pro-
gramma di screening del portatore applicato sul
territorio a coppie cosiddette a rischio (genitori
di bambini affetti e coppie sterili) in fase pre-con-
cepimento, non solo ha consentito di accedere a
scelte riproduttive informate, ma ha indotto una
riduzione dell'incidenza della malattia in alcune
aree geografiche (13).

Tuttavia, lo screening del portatore non & ancora
di routine in tutti i paesi e in alcuni stati & proibito
dalla legge per motivi etici.

Costo/Efficacia
Uno dei vantaggi dell'introduzione del program-

ma di screening neonatale, aggiunto ai programmi
di prevenzione gia esistenti, € un costo relativa-
mente basso per una diagnosi precoce, a fronte di
costi molto piu elevati per la gestione di pazienti
diagnosticati per sintomi, considerata una piti ra-
pida progressione della malattia e la comparsa di
complicanze in questi ultimi casi (14,15).

LIMITIDELLO SCREENING NEONATALE

Falsi negativi

Levento di una falsa negativita allo screening
sembra abbastanza raro; alcuni dati provenienti
da ricerche degli ultimi anni riportano una
frequenza dei falsi negativi fra 1 su 20.000 e 1
su 50.000 neonati screenati. La loro frequenza
¢ difficilmente quantificabile perche varia in
relazione ad una serie di fattori. Tra questi, si
distinguono il protocollo di screening adottato
(bambini sottoposti ad analisi genetica, portatori
di mutazioni non inserite nel pannello in uso o
soggetti con livelli di IRT inferiori al cut-off scelto)
e gli anni d’'osservazione dopo la nascita (alcune
forme di FC possono essere diagnosticate anche
molto in la con gli anni) e la capacita di sospettare
la FC sulla scorta di sintomi magari molto sfumati
da parte dei medici di una regione rispetto ad
un’altra.

Per questo, si suggerisce comunque di fare il test
del sudore, a qualsiasi eta, nei casi con sintomi
evocativi, anche se il risultato dello screening neo-
natale era stato negativo.

Falsi positivi

L'1,5-2% dei neonati puo presentare valori elevati
di IRT alla nascita.

Nella massima parte dei casi con screening FC po-
sitivo alla nascita e normalizzato dopo circa un
mese di vita si tratta di risultati “falsi positivi”: la
FC viene esclusa con esami integrativi adottati dai
vari programmi di screening e si ha in definitiva
una diagnosi di vera FC solo in un caso su 6-10 tra
i neonati risultati positivi al test della tripsina.
Tuttavia, un certo numero di “falsi positivi” sono
rappresentati da neonati che sono portatori sani
delle pitt comuni mutazioni del gene CFTR iden-
tificate attraverso l'analisi genetica di I livello,
effettuata sulla stessa goccia di sangue usata per
I'esame della tripsina nei casi risultati positivi allo
screening (neonati quindi con valori di tripsina so-
pra la soglia di normalita, ma non molto elevati e
comunque mediamente pit elevati rispetto ai neo-
nati non portatori)(16).

E bene ribadire che, nel caso il test genetico risul-
tasse negativo, non si puo escludere al 100% che il
neonato sia portatore, perché il test genetico di I li-
vello non individua alcune mutazioni rare o molto
rare. In questi casi & possibile estendere la ricerca
delle mutazioni mediante test genetico di II livello.

Ricadute psicologiche

Lo screening neonatale per la FC comporta una
ulteriore responsabilita nel provvedere alla consu-
lenza genetica alle famiglie dei bambini positivi al
test. Fondamentale dunque uno staff adeguato a
gestire un numero elevato di test in tempi brevi
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e un'informazione corretta ai genitori in attesa di

definizione diagnostica. Ma altrettanto fondamen-

tale sarebbe I'impegno dei gestori dello screening e

degli operatori delle nurseries a fornire adeguate

informazioni ai familiari prima della nascita.

Lo screening neonatale della FC ¢ una procedura

complessa che richiede numerose tappe:

e il prelievo di sangue per il dosaggio della tripsi-

na

la comunicazione del primo risultato

la ripetizione del prelievo

I'attesa per il secondo risultato

la sua comunicazione

gli eventuali effetti a distanza dopo aver saputo

con certezza che il bambino non era affetto da

FC.

Da un’indagine effettuata nel Regno Unito sulle

possibili ricadute psicologiche nei genitori in at-

tesa dell’iter diagnostico definitivo per confermare

(veri positivi) od escludere (falsi positivi) la dia-

gnosi (17) sono stati evidenziati alcuni importanti

suggerimenti per migliorare il servizio di screening
C.

1) corretta informazione, meglio se scritta, ancora
prima del parto, sull’esistenza dello screening FC
e sulla possibilita che dia risultati sia positivi sia
falsi positivi;

2) informazioni realistiche sui tempi necessari per
avere il risultato del secondo prelievo di tripsina
o delle indagini genetiche per contenere l'ansia
dell’attesa;

3) informazioni essenziali chiare, ma limitate, sui
segni e sintomi della FC nel lattante, in modo da
contenere la tendenza dei genitori all'ipervigilanza
nell’attesa del risultato definitivo;

4) riduzione del tempo d’attesa del risultato defini-
tivo della procedura.

CONCLUSIONI

La FC e una patologia certamente seria, consi-
derate le conseguenze sullo stato di salute e sulla
durata della vita. E la piu grave e piu frequente
patologia su base genetica in assoluto; ha ad esem-
pio una frequenza superiore a quella dellipotiroi-
dismo congenito e della fenilchetonuria, patologie
per le quali & da tempo applicato lo screening di
massa in epoca neonatale.

Lanticipo diagnostico permette di instaurare pre-
cocemente gli interventi terapeutici adeguati (die-
ta ipercalorica con supplementazione di enzimi
pancreatici, fisioterapia respiratoria, terapia anti-
biotica delle infezioni polmonari e gestione delle
complicanze) e permette altresi alle famiglie cui
venga diagnosticato un figlio affetto di accedere
alla diagnosi prenatale per eventuali gravidanze
successive.

Uno degli effetti complementari dello screening
neonatale ¢ la identificazione dello stato di porta-
tore sano di FC (18).

Diversi studi sottolineano l'importanza di piani
comunicativi adeguati per garantire una corretta
comprensione del significato dell’'essere portatore
di una mutazione FC.

Lefficacia dello screening sui principali outcome,
in termini di guadagno prognostico negli screenati

rispetto ai non screenati, & ancora oggetto di di-
scussione.

Mentre i miglioramenti di natura nutrizionale e
auxologica sono abbastanza confermati, ancora
non sembrano stabiliti con certezza quelli a livello
polmonare e sulla durata di vita. Certamente una
diagnosi molto precoce consente di prevenire la
malnutrizione, il rischio di morte per la sindrome
da perdita di sali e le infezioni respiratorie gravi.
Alcuni studi randomizzati controllati e i numerosi
studi osservazionali risentono di bias di selezione
legati al differente case-mix generato dall’anticipa-
zione diagnostica. Lo screening, infatti, grazie alla
maggiore accuratezza diagnostica del test geneti-
co porta inevitabilmente a diagnosticare, oltre alle
forme classiche, anche delle forme meno gravi, al-
cune delle quali sarebbero comparse in eta avan-
zata, o addirittura non sarebbero state diagnosti-
cate la cui storia naturale non & assolutamente
prevedibile.

Il dosaggio dellIRT come test di I livello sembra
assai valido per sensibilita e specificita. I costi del
programma di screening sono accettabili.

Come per tutti i programmi di screening univer-
sali, ¢ fondamentale I'aspetto organizzativo, dalla
scelta dell’algoritmo diagnostico pitt accurato alla
valutazione continua della qualita dei dati e degli
aspetti logistici, procedurali, di monitoraggio e co-
municativi.

La presa in carico da parte dei Centri di cura spe-
cializzati deve essere tempestiva e adeguata, se-
condo gli standard di cura pit1 accreditati (19).
Nonostante non siano ancora disponibili definiti-
ve evidenze di beneficio clinico, dove sono attuabi-
li le condizioni per un programma di screening di
diagnosi precoce per la FC & opinione prevalente
che un tale servizio vada implementato, secondo
le indicazioni suggerite a livello internazionale
(Tabella 1) e che tale programma debba rientrare
nei “diritti umani fondamentali” delle persone, di
cui 'organizzazione sociale e sanitaria devono far-
si carico (20, 21).

Tab. 1. Direttive per limplementazione dello screening

neonatale per FC*
Fase educativa pre-screening
Algoritmi diagnostici

Report e aspetti educativi post-screening

Percorso diagnostico dopo una positivita

Test del sudore

Interpretazione del test del sudore

Comunicazione di diagnosi ai genitori

Counseling genetico

Aspetti di Quality Assurance compresi indicatori, follow

up e outcomes

*da American Academy of Pediatrics

Per questo lo screening neonatale per la FC € or-
mai applicato in vaste aree del mondo occidentale
e sta ulteriormente espandendosi nei programmi
di prevenzione sanitaria.
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