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Experiencia metodológica en pesquisa neonatal
de hiperfenilalaninemias.

Resumen

La detección neonatal de errores congénitos del metabolismo mediante pesquisa neonatal
consiste en la búsqueda sistemática en el recién nacido de aquellas afecciones para las que
existe un tratamiento probadamente efectivo ante su instalación precoz. En el Instituto de
Genética Médica del Hospital Italiano se realiza, desde noviembre de 1993, la cuantificación
de fenilalanina sanguínea en el recién nacido en sangre seca sobre papel de filtro mediante
método fluorométrico como test de pesquisa para hiperfenilalaninemias. Los reactivos son
preparados en el laboratorio y la exactitud del método es controlada a través de un programa
de control de calidad externo por método de referencia. En el presente trabajo se estimó el
valor de punto de corte en función del cual considerar un resultado como presuntamente
positivo para nuestra población (n=190), obteniéndose un valor de 2,5 mg/dl de fenilalanina.
Se evaluó el método fluorométrico utilizado. El análisis de regresión entre los resultados
obtenidos por el método en uso y el de referencia mostró que existe asociación lineal entre
estos resultados (n=93; r=0,94; y= 0,87x + 0,519) y que aunque ambos métodos no son
intercambiables, sí son equivalentes, lo cual otorga confianza al método en uso. Se examinó la
estabilidad de la Phe en muestras de sangre recogidas sobre papel de filtro almacenadas a
4ºC. El porcentaje del aminoácido recuperado después de cinco años de almacenamiento
(83% a 100%) y el test estadístico aplicado mostraron que el aminoácido tiene buena
estabilidad almacenando las muestras en esas condiciones.
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Introducción

La detección neonatal de errores congénitos del metabo-
lismo mediante pesquisa neonatal (PN) consiste en la bús-
queda sistemática en el recién nacido de aquellas afeccio-
nes para las que existe un tratamiento probadamente efec-
tivo si el mismo se comienza en forma precoz. En los paí-
ses desarrollados, la PN forma parte esencial de los pro-
gramas de prevención de la salud; las estrategias con que
estos se ejecutan varían en los diferentes países, pero
todos plantean un objetivo común: la identificación y pre-
vención de desórdenes de la salud que puedan conducir a
problemas potencialmente catastróficos. De esta manera,
hablar de PN es equivalente a hablar de medicina pre-
ventiva, constituyendo una de las más eficaces herra-
mientas que ha desarrollado la profilaxis pediátrica mo-
derna(1-3) .

Entre las afecciones más comúnmente detectadas por
PN se encuentran las hiperfenilalaninemias (HFA). Las
HFA constituyen un grupo de enfermedades genéticas de
herencia autosómica recesiva que se caracterizan por con-
centración plasmática del aminoácido esencial fenilalanina
(Phe) persistentemente elevada. La base bioquímica de
estas enfermedades es un trastorno en la reacción de hi-
droxilación de la Phe a tirosina. Este trastorno puede pro-
ducirse por deficiencia primaria de la enzima hepática
fenilalanina hidroxilasa (E.C. 1.14.16.1) (98% de los casos)
o por deficiencia en la síntesis o reciclaje de su cofactor, la
tetrahidrobiopterina (BH4), con la consecuente acumula-
ción del aminoácido y sus derivados metabólicos en los
fluidos corporales(1,4,5) (figura 1). Si bien existe considera-
ble variación en el genotipo y el fenotipo, esta perturba-
ción de la homeostasis metabólica va a tener consecuen-
cias clínicas diversas entre las que se encuentran la defi-
ciencia irreversible del desarrollo y funciones cognitivas,
convulsiones y alteraciones epidérmicas(1,6-8).

La gran mayoría de los sujetos afectados están en alto
riesgo de una incapacidad intelectual y neurológica que
puede ser prevenida mediante la introducción de un trata-
miento estrictamente controlado en las primeras semanas
de vida(9,10). El tratamiento requiere la restauración del ni-
vel de Phe sanguínea a valores tan cercanos al normal
como sea posible, lo más precozmente posible y muy pro-
bablemente por el resto de la vida del paciente(1). Por tra-
tarse de un aminoácido esencial (no es sintetizado por el
organismo) esto se facilita limitando su ingesta, sin des-
cuidar el aporte necesario para el correcto crecimiento y
desarrollo del paciente(9-12).

En nuestro país no existirían aún estudios que permi-
tan aportar datos sobre la incidencia de HFA(13), si bien es
conocido que en caucásicos las HFA persistentes tienen
una incidencia variable que se estima entre 1:4.000 a
1:14.000 recién nacidos(1,5).
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Figura 1. Hidroxilación de la fenilalanina a tirosina con
síntesis y reciclaje de la BH4

   en el hígado. GTP,
trifosfato de guanosina; DHNF, dihidroneopterina
trifosfato; 6-PT, 6-piruvoil-tetrahidropterina; BH4,
tetrahidrobiopterina; qBH2, dihidrobiopterina
quinonoide; 4a-CA, 4-acarbinolamina; (1) fenilalanina
hidroxilasa; (2) 4-a-carbinolaminadehidratasa; (3)
dihidropteridina reductasa; (4) GTP-ciclohidrolasa; (5)
6- piruvoiltetrahidropteridina sintetasa; (6) sepiapterín
reductasa(1,5). Phe: fenilalanina, Tyr: tirosina

Actualmente existen diferentes métodos para la detec-
ción de HFA que determinan la concentración de Phe en
muestras de sangre sobre papel de filtro, plasma o suero:
el método de inhibición bacteriana de Gutrhie (BIA)(14),
diferentes procedimientos fluorométricos, basados en el
método fluorométrico original de McCaman y Robins(15),
métodos enzimáticos(16) y la espectrometría de masa en
tándem(17).

En el Instituto de Genética Médica del Hospital Italia-
no se realiza, desde noviembre de 1993, la cuantificación
de Phe sanguínea en el recién nacido en sangre seca so-
bre papel de filtro mediante método fluorométrico como
test de pesquisa para HFA. Los reactivos utilizados son
preparados en el laboratorio. La exactitud del método es
controlada, desde la misma fecha, por un programa de
control de calidad externo (PCCE) realizado por el
Interlaboratory Quality Assurance for Newborn Screening
(21494 Geesthach, Alemania) mediante método de refe-
rencia: cromatografía líquida de alta performance (HPLC).
Se ha utlizado el valor 3,0 mg/dl de Phe sanguínea como
punto de corte a partir del cual considerar un resultado
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presuntamente positivo de acuerdo a la bibliografía(18).
Las muestras, ya sean de pesquisa o del PCCE, se almace-
nan a 4ºC con desecador hasta el momento de realizar el
test.

Los objetivos del presente trabajo fueron:
– A partir de los datos de los recién nacidos evaluados,

estimar el valor de punto de corte a partir del cual con-
siderar un resultado presuntamente positivo para nues-
tra población.

– Evaluar el método fluorométrico en uso mediante el
análisis de los resultados del PCCE.

– Examinar la estabilidad de la Phe en sangre seca sobre
papel de filtro almacenada a 4ºC con desecador.

Material y método

Material de pesquisa neonatal

El test de pesquisa se realizó en recién nacidos entre los 2
días y 10 días de vida siempre que hubiesen recibido al
menos 48 horas de alimentación proteica. La muestra de
sangre se obtuvo por punción del talón depositando la
misma en tarjetas de papel de filtro Schleicher & Schuell
#903 (S & S #903) y una vez seca se almacenó a 4ºC con
desecador hasta el momento de realizar el test.

Material del programa de control de calidad externo

El PCCE es realizado por el Interlaboratory Quality
Assurance for Newborn Screening (21494 Geesthach, Ale-
mania), mediante método de referencia (HPLC). Las mues-
tras del PCCE se reciben cada dos meses, realizándose
seis controles al año. Cada control consiste en diez tarje-
tas de papel de filtro con muestras de sangre de diferentes
concentraciones de Phe (n=10). Junto con cada nueva
serie de muestras a analizar se recibe también el resultado
del control anterior en el que se informa, para las muestras
que fueron positivas, la concentración de Phe en plasma
obtenido por HPLC. Este valor es considerado como valor
verdadero y es utilizado como referencia por los laborato-
rios participantes del PCCE al momento de examinar sus
resultados (19).

Procedimiento empleado para determinar la concentración
de Phe en sangre sobre papel de filtro en muestras de
pesquisa y del PCCE

El procedimiento en uso se basa en el de Philips y de
Boton (20) basado en el método fluorométrico de McCaman
y Robins(15). El fundamento del mismo es la reacción de la
Phe extraída de la muestra por acción del metanol, con
ninhidrina y el dipéptido L-leucyl-L-alanina en condicio-
nes óptimas de pH y temperatura para formar un complejo

fluorescente. Este complejo es estabilizado por la adición
de iones cobre. La intensidad de la fluorescencia emitida
es proporcional a la concentración de Phe presente en la
muestra(20). Todos los reactivos utilizados son prepara-
dos en el laboratorio, excepto los estándares de Phe (tiras
de referencia para PKU, Sigma Diagnostics Co.).

Interpretación de los resultados de pesquisa neonatal

Se utilizó como punto de corte a partir del cual se conside-
ra un resultado presuntamente positivo el valor 3,0 mg/dl
de Phe sanguínea, de acuerdo a la bibliografía(18).

Análisis estadístico de resultados

Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó el
software STATISTICA for Windows, release 4.5, Statsoft
Inc. 1993.

Estimación del punto de corte

Con el fin de estimar el punto de corte se realizó el estudio
de distribución de la variable: concentración de Phe san-
guínea en el recién nacido, tomándose para ello todos los
resultados obtenidos hasta ese momento que cumplieran
los requisitos especificados en material de pesquisa neo-
natal (n=190). En función de este resultado se estimó el
valor de punto de corte como la media más dos desvíos
estándares (x + 2 SD).

Evaluación del método fluorométrico en uso. Análisis
de los resultados del PCCE

Se realizó un análisis de regresión lineal para los resulta-
dos positivos obtenidos en los 29 ensayos del PCCE rea-
lizados (n=93); la variable independiente (x) fue la concen-
tración de Phe en plasma determinada por HPLC y la varia-
ble dependiente (y) fue el resultado obtenido en papel de
filtro por el procedimiento flurométrico en uso. Se realizó
un test de Student para la ordenada en el origen (a=0) y
para la pendiente de la recta (b=1), a fin de establecer si
existe diferencia constante o proporcional, o ambas,  entre
el método en uso y el de referencia (p=0,05).

Estudio de la estabilidad de la Phe en sangre sobre papel
de filtro

Se examinó la estabilidad del aminoácido en muestras po-
sitivas del PCCE guardadas a 4ºC con desecador después
de cinco años de almacenamiento (n=17). Se determinó el
porcentaje del aminoácido  retenido en cada muestra y se
realizó el test de Student para grupos pareados a fin de
establecer si existían diferencias entre la concentración de
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Phe inicial y la obtenida después de dicho período de
tiempo (p=0,05).

Resultados

Estimación del punto de corte

– El análisis estadístico de los valores de la concentra-
ción de Phe sanguínea en el recién nacido mostró que
esta variable se encuentra normalmente distribuida,
como se puede apreciar en la figura 2, en la que se
encuentran graficados los valores esperados en térmi-
nos de valor z para una distribución normal en función
de los valores de Phe obtenidos.

– El valor medio de Phe (n = 190) fue: x = 1,7 ± 0,4 mg/dl
(x ± SD), obteniéndose un valor de punto de corte de
2,5 mg/dl (x + 2 SD). En la figura 3 se muestran los
resultados de los tests de pesquisa realizados respec-
to al valor de punto de corte; se incluyeron también
tres controles positivos.

Evaluación del método fluorométrico en uso. Análisis
de los resultados del PCCE

– El análisis de regresión mostró que existe asociación
lineal entre los resultados obtenidos por ambos méto-
dos (n=93; r = 0,94; p=0,95) expresada por la ecuación
de regresión y = 0,87x + 0,51 (y = bx + a) (figura 4). Se
obtuvo un valor para la pendiente de la recta de 0,87 ±
0,03 (b ± SDb)y para la ordenada en el origen de 0,51±
0,32 mg/dl de Phe (a ± SDa).

– Los tests estadísticos realizados para la pendiente de
la recta y para la ordenada en el origen mostraron que
la pendiente de la recta es significativamente diferente
del valor 1 y que la ordenada en el origen no lo es del
valor 0 (p=0,05).

Estudio de la estabilidad de la Phe en sangre sobre papel
de filtro

– Las muestras examinadas retuvieron entre 83% y 99%
del aa presente originalmente. En algunas muestras, el
porcentaje retenido fue mayor de 100%, ya que el va-
lor actual fue ligeramente mayor que el inicial (tabla 1).

– El test de Student de grupos pareados no mostró dife-
rencias significativas entre la concentración actual y
la presente hace cinco años (p=0,05).

Discusión

Las HFA persistentes si no son detectadas en etapa
preclínica (primeros días de vida) muy probablemente

3
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Figura 2. Gráfico de probabilidad normal para los
valores en sangre de Phe en recién nacidos.
(CC: concentración; Phe: fenilalanina).
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Figura  4. Gráfico de regresión lineal para los resulta-
dos positivos del PCCE (programa de control de
calidad externo) obtenidos por fluorometría (F) en
función de los obtenidos por HPLC (cromatografía
líquida de alta performance). (CC: concentración; Phe:
fenilalanina).
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determinen incapacidad intelectual y neurológica irrever-
sible. El tratamiento instituido en las primeras semanas de
vida evita estas consecuencias. En un país donde la mor-
talidad infantil por causas como diarrea e infecciones ha
sido superada, la implementación a nivel nacional de un
programa de pesquisa para HFA en el recién nacido puede
resultar sumamente beneficioso, permitiendo no sólo el
desarrollo de personas normales si se instaura rápidamen-
te el tratamiento en los casos positivos, sino también co-
nocer la incidencia de las mismas en nuestro país. Se debe
tener en cuenta que los estudios costo/beneficio realiza-
dos en los diferentes países donde se aplica la PN han
justificado siempre su aplicación (1).

Estimación del punto de corte

En el presente trabajo se estimó el valor de punto de corte
a partir de los resultados de pesquisa de nuestra pobla-
ción. El análisis estadístico de estos datos mostró que la
variable concentración de Phe en la sangre del RN se en-
cuentra normalmente distribuida. Dicho resultado está de
acuerdo con lo encontrado por Holtzman y colaborado-
res(21) y coincidiría con lo expuesto por Siest en el 2º Con-
greso de Bioquímica Clínica(22). Siest señaló que, general-
mente, los componentes de un sistema, como puede ser la
sangre, que se encuentran al inicio de una vía metabólica
y se utilizan como sustrato para la síntesis de otros me-
tabolitos no poseen una variabilidad biológica elevada,
encontrándose sus valores normalmente distribuidos. Por

el contrario, los metabolitos que se excretan al final de una
vía metabólica poseen una variabilidad biológica mayor y
sus determinaciones no se distribuyen normalmente. La
Phe es un aminoácido esencial que debe ser aportado por
la dieta para un adecuado desarrollo del sujeto, es fuente
por su oxidación de un aminoácido no esencial, la tirosina,
a partir de la cual se sintetizan los neurotransmisores y la
melanina. Estas características podrían justificar, de acuer-
do a lo expuesto por Siest, que sus valores de concentra-
ción en la sangre tengan distribución normal.

El valor de punto de corte obtenido, 2,5 mg/dl de Phe,
difirió ligeramente del usado hasta el momento en el Insti-
tuto de Genética Médica (3,0 mg/dl). Este valor puede con-
siderarse válido ya que se obtuvo a partir de un número
significativo de recién nacidos de nuestra población y
disminuiría la posibilidad de falsos negativos, sin incre-
mentar sensiblemente la de falsos positivos. Weiner y co-
laboradores(23) señalaron que la disminución del valor de
punto de corte de >4 mg/dl a >2 mg/dl resultó en un au-
mento de la tasa de muestras adicionales (repetición de la
toma) de 0,01% a sólo 0,03%, que representaría 30 reque-
rimientos adicionales en 100.000 pesquisas realizadas. Es
importante considerar el número de falsos positivos a la
hora de solicitar nueva muestra, debido a la ansiedad que
esto genera en los padres del recién nacido(24). Aunque
este valor de punto de corte es ligeramente mayor que el
recomendado por Doherty y colaboradores(25), 2,0 mg/dl,
no existiría un elevado riesgo de no detectar un individuo
positivo, ya que en el servicio la toma de la muestra se
realiza a las 48 horas de vida como mínimo y siempre que el
recién nacido haya recibido 48 horas de alimentación
proteica. Por otra parte, Jew y colaboradores(26) demostra-
ron que el método fluorométrico de McCaman y Robins(15)

es capaz de identificar recién nacidos afectados a las 12
horas de vida. A partir del presente trabajo este valor ha
sido (fue) adoptado como nuevo valor de punto de corte
al realizar la PN.

Evaluación del método fluorométrico en uso. Análisis
de los resultados del PCCE

Existen diferentes métodos para detectar niveles en san-
gre de Phe aplicables como método de pesquisa para HFA
en los primeros días de vida. Respecto al utilizado en el
servicio, el presente trabajo muestra que existe asociación
lineal entre los resultados obtenidos por éste y el de refe-
rencia. De acuerdo con los tests estadísticos realizados
para la pendiente y la ordenada en el origen de la recta de
regresión, no existe una diferencia constante entre este
método y el de referencia, pero sí una diferencia propor-
cional que es el valor de la pendiente; por cada mg/dl
determinado por HPLC, fluorométricamente se determina-
rán 0,87 mg/dl. De acuerdo con lo anterior se puede decir
que ambos métodos no son intercambiables pero sí son

Cc inicial (mg/dl) Cc final (mg/dl) % retenido

09,2 09,1 099
07,3 06,8 093
05,7 04,9 086
05,6 04,7 084
10,4 08,6 083
08,0 07,6 095
06,8 06,0 088
04,8 04,7 098
07,5 09,3 124
08,8 10,1 115
07,6 10,1 133
11,6 11,4 098
09,0 09,6 107
08,9 09,4 106
13,0 13,2 102
15,0 15,2 101
10,0 09,1 091

Tabla 1. Porcentaje de Phe retenido
en las muestras ensayadas

Cc: concentración; Phe: fenilalanina
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equivalentes.
Se puede afirmar entonces que el método en uso es

confiable a la hora de realizar el test de pesquisa; esto es
importante no solamente en el momento de detectar un
recién nacido potencialmente enfermo, sino también como
parte del posterior seguimiento del paciente, a la hora de
realizar los controles de Phe sanguínea una vez comenza-
do el tratamiento. Es de destacar también que, de acuerdo
a los informes del PCCE, no se han registrado hasta el
momento resultados falsos positivos o falsos negativos
en los nueve años de control de calidad externo realiza-
dos. Es oportuno señalar que los tests basados en ensa-
yos fluorométricos tienen una especificidad y sensibili-
dad mayores que el clásico ensayo de Gutrhie (BIA)(14),
ampliamente difundido años atrás, ya que este último, al
ser semicuantitativo, depende de la subjetividad del ope-
rador(1). Una revisión del programa de PN para HFA en el
Reino Unido(27), encontró que todos los falsos negativos
para PKU estuvieron asociados con tests realizados por
BIA y ninguno estuvo asociado a tests realizados por
fluorometría. La confiabilidad del método es significativa
si se considera que no se utilizan presentaciones comer-
ciales de reactivos (kit), sino que todos los reactivos son
preparados en el laboratorio, lo que también disminuye
los costos.

Estudio de la estabilidad de la Phe en sangre sobre papel
de filtro

Los resultados indicaron que la Phe en sangre recolecta-
da sobre papel de filtro tiene buena estabilidad después
de cinco años de almacenamiento en las condiciones des-
critas. Este resultado concuerda con lo encontrado por
Levy y colaboradores(28), en el que muestras guardadas
a temperatura ambiente, con cinco años o menos de al-
macenamiento, retuvieron entre 40% y 100% de la Phe
original.

En algunas muestras el porcentaje retenido fue ma-
yor de 100%, ya que el valor actual fue ligeramente ma-
yor que el obtenido originalmente. Al remitirse a estas
muestras se observó que el valor de Phe original deter-
minado por fluorometría era significativamente menor que
el obtenido por HPLC, por lo que inicialmente habría ocu-
rrido una subestimación del aminoácido presente en las
mismas. Una buena estabilidad del aminoácido a 4ºC jus-
tificaría el almacenamiento de las muestras en papel du-
rante (al menos) cinco años. De esta manera si es nece-
sario remitirse a la muestra original, se tendrá un reflejo
válido de la concentración de Phe en el momento en que
se realizó el test; esto permitirá, por ejemplo, diferenciar
un error de laboratorio de la posible variabilidad biológi-
ca en la concentración de Phe, una fuente de falsos ne-
gativos en los tests de pesquisa, especialmente en aque-
llas no PKU(1).

Conclusiones

– El valor de punto de corte obtenido para nuestra po-
blación fue 2,5 mg/dl de Phe, el cual al ser ligeramente
menor que el usado actualmente disminuirá la posibili-
dad de obtener un resultado falso negativo, sin incre-
mentar significativamente el número de falsos positi-
vos.

– Existe asociación lineal (r = 0,94; p = 0,95) entre el mé-
todo fluorométrico usado y el método de referencia y
si bien ambos métodos no son intercambiables, sí son
equivalentes.

– La Phe en muestras de sangre recogida sobre papel de
filtro almacenado a 4ºC con desecador es estable des-
pués de cinco años, por lo que dentro de este período
de tiempo la concentración de Phe encontrada en la
muestra será un reflejo válido de la presente original-
mente.
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Summary

Newborn detection of metabolic congenital abnormalities
by newborn screening consists of systematic searching
of affections that could be treated in early stages. Since
November 1993, quantification of phenylalanine was ob-
tained by filter paper blood spots collected from newborns
by fluorometric technique for hyperphenylalanine. Re-
agents were prepared in the laboratory, accuracy of the
method was controlled by an external quality control pro-
gram (reference method).

Cutoff for the population (n=190) was 2.5 mg/dl of phe-
nylalanine. The fluorometric technique used was assessed.
Regression analysis for the results obtained by fluoro-
metric technique and the reference method showed lineal
association among those techniques (n=93; r=0.94; y=0.87x
+ 0.519) and reliance on the proposed technique based on
the equivalence of the techniques. Phe stability was
analysed using filter paper blood spots storaged at 4°C.
Amino acid profiles retrieved after five years of storage
(83% to 100%) and the statistic test used showed that the
amino acid is stable when storaged under these conditions.

Résumé

La découverte néonatale d’erreurs congénitales du méta-
bolisme au moyen de recherche néonatale, comprend la
recherche systhématique chez le nouveau-né des affec-
tions pour lesquelles il existe un traitement prouvé effectif
en tant que précoce. À l’institut de Génétique Médicale
de l’Hôpital Italien on réalise, depuis novembre 1993, la
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quantification de phénylalaline sanguine chez le nouveau-
né en sang sec sur papier filtre avec une méthode fluoro-
métrique comme test de recherche pour hyperphénylala-
linémies. Les réactifs sont préparés au laboratoire et
l’exactitude de la méthode est évaluée au moyen d’un
programme de contrôle de qualité externe par méthode de
référence. Dans ce travail, on a estimé la valeur de point de
coupe en fonction duquel considérer un résultat comme
positif pour notre population (n=190), obtenant une valeur
de 2,5 mg/dl de phénylalaline. On a évalué la méthode
fluorométrique utilisée. L’analyse de régression entre les
résultats obtenus par la méthode utilisée et celui de
référence a montré qu’il existe une relation linéaire entre
ces résultats (n=93 ; r=0,94 ; y= 0,87x + 0,159) et même si
les deux méthodes ne sont pas échangeables elles sont
équivalentes, ce qui donne confiabilté à la méthode
utilisée. On a examiné la stabilité de la Phe dans des
échantillons de sang recueillis sur papier de filtre à 4ºC. Le
pourcentage de l’aminoacide récupéré après cinq ans de
stockage (83% à 100%) et le test statistique appliqué ont
montré que l’aminoacide a une bonne stabilité si on stocke
les échantillons dans ces conditions.
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