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ABSTRACT
Impact of the inclusion of second-tier tests in 
the newborn screening program of Catalonia 

and in other international programs
Background: Newborn screening programmes 

(NBSP) have experienced a qualitative breakthrough  
due to the implementation of tandem mass spectrometry. 
However, the tests used give rise to false positives (FP) 
generating an excessive request for second samples with 
the consequent anxiety of the families. In order to avoid this 
problem several programmes have developed second-tier 
tests (2TT).

Methods: This article presents our experience in the 
implementation of 2TT in the NBSP of Catalonia, as well 
as in other international programmes. 

Results: From 2004 to the present, 2TT tests have been 
developed for more than 30 diseases. The use of 2TT helps 
to decrease the FP rate and increase the positive predictive 
value (PPV). In the NBSP of Catalonia, the implementation 
of 2TT for the detection of methylmalonic and propionic 
acidemias, homocystinurias, maple syrup disease and citru-
linaemia, has managed to increase the PPV to 95% and de-
crease the PF rate to less than 0.01%. In cystic fibrosis, the 
application of 2TT slightly increases PPV but with a signi-
ficant decrease in the request for second samples and in the 
number of cases referred to clinical units.

Conclusions: The introduction of 2TT in the NBSP 
allows to reduce considerably the FP, decreases the num-
ber of requested samples, as well as both anxiety and stress 
of the families, at the same time that the hospital costs are 
reduced and the PPV is increased, improving notably the 
efficiency of the NBSP.

Key words: Newborn screening, Second-tier test, 
Mass spectrometry, Immunoassay, Inherited metabolic 
diseases, Cystic fibrosis, Lysosomal diseases, X-ALD, 
Congenital adrenal hyperplasia, Severe combined immu-
nodeficiency.

RESUMEN
Fundamentos: Los programas de cribado neonatal 

(PCN) han experimentado un gran avance cualitativo de-
bido a la implementación de la espectrometría de masas en 
tándem. Sin embargo, las pruebas utilizadas dan lugar a fal-
sos positivos (FP) generando una excesiva solicitud de se-
gundas muestras con la consiguiente ansiedad de las fami-
lias. Con el fin de evitar este problema diversos programas 
han desarrollado pruebas de segundo nivel (2TT).

Métodos: En este artículo se presenta nuestra ex-
periencia en la implementación de 2TT en el PCN de 
Cataluña, así como en otros programas internacionales. 

Resultados: Desde el año 2004 hasta la actualidad 
se han desarrollado pruebas de 2TT para más de 30 enfer-
medades. La utilización de 2TT ayuda a disminuir la tasa 
de FP y aumentar el valor predictivo positivo (VPP). En el 
PCN de Cataluña, la implementación de 2TT para la detec-
ción de acidemias metilmalónicas y propiónica, homocisti-
nurias, jarabe de arce y citrulinemia, ha conseguido aumen-
tar el VPP a un 95% y disminuir la tasa de FP a menos del 
0,01%. En la fibrosis quística la aplicación de 2TT aumenta 
ligeramente el VPP pero con disminución significativa de 
la solicitud de segundas muestras y de los casos referidos a 
las unidades clínicas.

Conclusiones: La introducción de los 2TT en los 
PCN permite reducir considerablemente los FP, disminuye 
el número de muestras solicitadas, así como la ansiedad y 
el estrés de las familias, a la vez que se reducen los costes 
hospitalarios y se aumenta el VPP, mejorando notablemen-
te la eficiencia de los PCN.

Palabras clave: Cribado neonatal, Marcador de segun-
do nivel (2TT), Espectrometría de masas, Immunoanálisis, 
Enfermedades metabólicas hereditarias, Fibrosis quística, 
Enfermedades lisosomales, X-ALD, Hiperplasia suprarrenal 
congénita, Inmunodeficiencia combinada grave.
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INTRODUCCION

El Cribado Neonatal (CN) es un programa de 
prevención secundaria en salud pública, dirigi-
do a identificar precozmente los recién nacidos 
(RN) afectados por determinadas enfermeda-
des, con el fin de realizar un diagnóstico precoz 
y un tratamiento adecuado para prevenir com-
plicaciones y secuelas adicionales, además de 
garantizar una mejor calidad de vida en el RN.

El primer programa de cribado neonatal 
(PCN) universal se inició en Massachusetts 
en 1963 con la detección de la fenilcetonuria 
(PKU) y diversos países comenzaron a partir 
de entonces a establecer sus propios programas.

En los años 90, los PCN experimentaron un 
importante salto cuantitativo y cualitativo con 
la introducción de la espectrometría de masas 
en tándem (MS/MS). Ésta es una técnica ana-
lítica que permite la identificación y cuantifica-
ción de compuestos en una muestra biológica 
según la relación masa/carga. Esta metodolo-
gía fue uno de los factores desencadenantes de 
la revisión y expansión de los PCN en todo el 
mundo, ya que permitía la medición simultánea 
de varios metabolitos y en consecuencia, la de-
tección de varias enfermedades en una misma 
muestra y en un único análisis(1,2). Además, la 
espectrometría de masas ha permitido la medi-
da de relaciones entre varios analitos, mejoran-
do así la especificidad del cribado(3). Por esta 
razón esta técnica se utiliza actualmente en mu-
chos PCN(4).

Desde entonces, el alcance de los PCN ha se-
guido ampliándose de manera rápida hacia di-
ferentes grupos de enfermedades tomando un 
papel importante, cada vez más, en la detección 
de entidades que pueden causar muerte prema-
tura y que disponen de un tratamiento.

Sin embargo, igual que otras técnicas analí-
ticas de laboratorio, las pruebas utilizadas en 

los PCN también generan falsos positivos (FP). 
Por ello, en algunos laboratorios se han desa-
rrollado segundos marcadores o pruebas de se-
gundo nivel (del inglés second tier-test o 2TT), 
que se realizan en la primera muestra de sangre 
impregnada en papel del RN. La utilización de 
un 2TT permite, por un lado, disminuir el pun-
to de corte (cut-off) del marcador primario y, 
en consecuencia, reducir al mínimo el número 
de falsos negativos (FN). Por otro lado, evita 
la solicitud de segundas muestras, disminuye la 
tasa de falsos FP y por ende, el número de RN 
referidos a las unidades clínicas de referencia 
(UCR), lo que implica un menor estrés y an-
siedad familiar, así como una reducción de los 
costes derivados. 

MATERIAL Y MÉTODOS

En este artículo se presenta la experiencia 
de la implementación de los 2TT en primera 
muestra de sangre impregnada en papel en el 
PCN de Cataluña y una revisión de los 2TT uti-
lizados en los PCN a nivel internacional. 

Los 2TT se analizan en la muestra inicial tras 
la alteración de uno o varios marcadores prima-
rios concretos. Existen dos categorías de 2TT: 
valoración del mismo analito identificado en el 
cribado inicial utilizando una metodología con 
mayor sensibilidad y especificidad o bien la va-
loración de otros marcadores más específicos 
no detectables en la prueba inicial.

La mayoría de 2TT analizados mediante MS/
MS se realiza por un procedimiento con separa-
ción cromatográfica previa. Por otro lado, tam-
bién hay que tener presente otras técnicas de 
análisis de 2TT como la inmunofluorescencia o 
la biología molecular.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El PCN de Cataluña se inició con la detección 
de la fenilcetonuria en el año 1969. En el año 
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1982 se amplió el programa con la detección del 
hipotiroidismo congénito y en el año 1999 se in-
corporó la detección de fibrosis quística.

En el año 2013, el cribado se amplió con la 
incorporación de 19 enfermedades metabólicas 
hereditarias mediante MS/MS. Dada la expe-
riencia previa de otros PCN(5,6,7,8), se conside-
ró necesario incluir, desde su inicio, pruebas de 
2TT en nuestro programa, con el fin de optimi-
zar la eficiencia del mismo. 

1) 2TT en sangre impregnada en papel para las 
enfermedades metabólicas hereditarias.

1.1) Acidurias orgánicas

1.1.1) 2TT para el aumento de propionilcarni-
tina (C3)

El incremento de C3 es el parámetro que ge-
nera mayor número de FP en el CN expandido. 
La especificidad analítica para este metabolito es 
relativamente baja para la detección de acidemia 
propiónica y acidemia metilmalónica con y sin 
homocistinuria, así como para los defectos de bio-
tinidasa o de holocarboxilasa sintetasa, por lo que 
es necesaria la implementación de 2TT con la va-
loración de metabolitos más específicos para estas 
entidades. Las pruebas de 2TT que utilizan la ma-
yoría de PCN incluyen la valoración de los ácidos 
metilmalónico (AMM), 3-hidroxipropiónico, me-
tilcítrico (AMC) y de homocisteína (HCY) me-
diante cromatografía líquida-espectrometría de 
masas en tándem (LC-MS/MS)(5,6,7,8,9,10). 

En el PCN de Cataluña, en el año 2015, se 
incluyó como prueba de 2TT el análisis simul-
táneo de AMM, AMC y HCY mediante ultra-
cromatografía líquida (UPLC)-MS/MS. Se apli-
ca la prueba de 2TT en la muestra inicial de los 
RN que presentan una alteración del marcador 
primario: incremento de C3, heptadecanoil-
carnitina (C17), metionina (Met) baja, o ele-
vada y/o alteración de las ratios relacionadas  

(C3/acetilcarnitina (C2) y C3/Met), ver figura 1. 
Incluir esta estrategia nos permitió disminuir el 
cut-off de C3 a 3,5 µmol/L evitando en lo posi-
ble el número de FN. Se decidió aplicar dicho 
valor en base a nuestra experiencia, debido a un 
FN de acidemia metilmalónica con homocistinu-
ria tipo CblC, cuando se aplicaba un cut-off de 
4,5 µmol/L. En la tabla 1 se puede observar que 
nuestro programa tiene el cut-off de C3 más bajo 
en comparación con el resto, y en consecuen-
cia, es el que tiene un mayor número de RN para 
aplicar 2TT: 14.831 recién nacidos (4,3%) de los 
334.140 analizados durante el periodo 2015-no-
viembre 2019, mientras que en otros programas 
se realizan las pruebas de 2TT sobre un 0,2% de 
los RN. Con esta estrategia en 14.498 muestras 
no se encontraron alteraciones, evitando solici-
tar una segunda muestra en el 98% de los ca-
sos, reduciendo así la ansiedad y el estrés de las 
familias. Por otro lado, se ha disminuido nota-
blemente la tasa de FP de un 4,1% a un 0,005% 
y se ha aumentado el valor predictivo positivo 
(VPP) del 1,4% a un 92% (tabla 1), resultados 
similares a los obtenidos en otros PCN(6,8). En 
este periodo de tiempo se refirieron 233 RN a 
la UCR y se confirmó el diagnóstico en 213 pa-
cientes, incidencia 1:1.568, (18 fueron FP y en 
2 casos no se pudo localizar a la familia). Los 
diagnósticos confirmados fueron de 5 acidemias 
propiónicas (incidencia 1:66.828), 8 acidemias 
metilmalónicas sin homocistinuria con mutacio-
nes en los siguientes genes: 4 MUT, 1 MMAA, 1 
MMAB, 1 ACSF3, 1 SUCLA2, con una inciden-
cia de 1:41.767, 3 acidemias metilmalónicas con 
homocistinuria con mutaciones en estos genes: 
2 MMACHC y 1 CD320, con una incidencia de 
1:167.070 y 193 casos con deficiencia de vitami-
na B12 adquirida (incidencia 1:1.731), es decir 
de causa no genética, que también se beneficia-
ron del programa.

En resumen, tal como se muestra en la  
tabla 1, la aplicación de 2TT disminuye con-
siderablemente el número de FP y aumenta el 
VPP en todos los PCN.
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Figura 1
Algoritmo diagnóstico para la detección de las acidemias metilmalónicas, 

acidemia propiónica y homocistinuria en el Programa de Cribado Neonatal de Cataluña.

AMC: ácido metilcítrico; AMM: ácido metilmalónico; C3: propionilcarnitina; C2: acetilcarnitina; C17: heptadecanoilcarniti-
na; CBS: cistationina-β-sintasa; CN: cribado neonatal; HCY: homocisteína; Met: metionina; MS: metionina sintasa; MTHFR: 
metilentetrahidrofolato reductasa; MUT: metilmalonil-CoA mutasa; CblA: acidemia metilmalónica tipo CblA; CblB: acide-
mia metilmalónica tipo CblB; CblC: acidemia metilmalónica con homocistinuria tipo CblC; CblD: acidemia metilmalónica 
con o sin homocistinuria tipo CblD; CblF: acidemia metilmalónica con homocistinuria tipo CblF; CblJ: acidemia metilmaló-
nica con homocistinuria tipo CblJ; CblX: acidemia metilmalónica con homocistinuria tipo CblX; CblE: homocistinuria por 
defecto del metabolismo de cobalamina; CblG: homocistinuria por defecto del metabolismo de cobalamina.
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1.1.2) 2TT para el aumento de isobutiril o buti-
rilcarnitina (C4) 

El incremento de C4 es marcador para la detec-
ción de la deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa 
de cadena corta (SCAD), de isobutiril-CoA des-
hidrogenasa (IBCD), de deficiencia múltiple de 
acil-CoA deshidrogenasas (MAD) y de encefalo-
patía con aciduria etilmalónica (ETHE1). Aunque 
no se especifica en la tabla 1, por falta de infor-
mación poblacional, en Dallas (EE.UU.) aplican 
la separación de los isómeros: isobutirilcarnitina 
y butirilcarnitina mediante UPLC-MS/MS, con el 
fin de diferenciar entre las deficiencias de SCAD 
e IBCD(11). En la Clínica Mayo de Rochester, 
Minnesota (EE.UU.) valoran simultáneamente 
los ácidos etilmalónico, metilsuccínico, glutárico, 
2-hidroxiglutárico y 3-hidroxiglutárico mediante 
LC-MS/MS, lo que permite diferenciar entre las 
entidades SCAD, ETHE1, aciduria glutárica tipo 
I y MAD. Recientemente se ha publicado un es-
tudio realizado en California para la detección de 
la deficiencia de SCAD en el que demuestran que 
aplicar esta prueba de 2TT antes de realizar el es-
tudio genético, reduce en un 50% los casos referi-
dos a la UCR y mejora el VPP de la detección de 
la deficiencia SCAD por encima del 75%(12). 

Actualmente en Cataluña estamos desarro-
llando una metodología de 2TT para el aumento 
de C4. Hasta su implementación, nuestra estra-
tegia se basa en solicitar una segunda muestra 
de sangre impregnada en papel, para reanalizar 
el marcador primario y una muestra de orina 
impregnada en papel para realizar ácidos orgá-
nicos y poder diferenciar entre estas entidades, 
aunque la única entidad detectada por aumento 
de C4 que está incluida en nuestro panel es la 
deficiencia de MAD. 

1.1.3) 2TT para el aumento de isovaleril o de 
2-metilbutirilcarnitina (C5) 

El incremento de C5 es marcador prima-
rio para la detección de acidemia isovalérica, 

2-metilbutirilglicinuria, la deficiencia de MAD 
y ETHE1. Sin embargo, esta acilcarnitina tam-
bién puede verse aumentada con la administra-
ción de antibióticos (ya sea en el niño o en la 
madre) que contienen ácido piválico en su es-
tructura(13). Por otro lado, existen cremas para 
el cuidado del pezón que contienen ésteres de 
pantotenato, los cuales pueden pasar a la forma 
neopantotenato en el momento de succionar y 
detectarse en forma de pivaloilcarnitina(14) dan-
do lugar a FP. 

Las pruebas de 2TT mediante LC-MS/MS 
publicadas para la detección de estas entidades 
son la valoración de isovalerilglicina(8) o la se-
paración cromatográfica de isovalerilcarnitina, 
valerilcarnitina, 2-metilbutirilcarnitina y piva-
loilcarnitina(11,15,16).

En la tabla 1 se muestra un ejemplo del impac-
to del uso de los 2TT en algunos países demos-
trando una mejora en la eficiencia de los PCN. 

Actualmente en Cataluña estamos desarro-
llando una metodología de 2TT para el aumen-
to de C5. Hasta su implementación, se solicita 
una segunda muestra de orina impregnada en 
papel, además de una muestra de sangre im-
pregnada en papel, para realizar el análisis de 
ácidos orgánicos y poder diferenciar entre estas 
entidades. 

1.1.4) 2TT para el aumento de glutarilcarnitina 
(C5DC) 

En Rochester, Minnesota (EE.UU.), la valo-
ración simultanea de los ácidos etilmalónico, 
metilsuccínico, glútárico, 2-hidroxiglutárico y 
3-hidroxiglutárico mediante LC-MS/MS, per-
mite diferenciar entre aciduria glutárica tipo I y 
deficiencia de MAD(12).

Actualmente en Cataluña estamos desarro-
llando una metodología de 2TT para el au-
mento de C5DC, hasta su implementación,  
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nuestra estrategia se basa en solicitar una se-
gunda muestra de orina impregnada en papel, 
además de una muestra de sangre impregnada 
en papel, para analizar ácidos orgánicos y con-
firmar la orientación diagnóstica.

1.2) Trastornos de los aminoácidos

1.2.1) 2TT para la disminución o el aumento de 
metionina (Met)  

La detección de niveles elevados de Met se-
rían indicativos de una homocistinuria clásica 
(CBS) o de hipermetioninemia, mientras que la 
detección de niveles bajos podría ser compati-
ble con un defecto en la remetilación de HCY 
o en el metabolismo de la vitamina B12. Sin 
embargo, existen causas inespecíficas que pue-
den dar lugar a falsas alteraciones de Met, por 
ello, el uso de 2TT para estos casos resulta de 
gran interés. En la mayoría de los PCN, al igual 
que en el nuestro (figura 1), se valora la HCY 
y AMM mediante HPLC-MS/MS para realizar 
el diagnóstico diferencial entre homocistinuria 
aislada y acidemia metilmalónica con homocis-
tinuria(5,7). Otros programas valoran únicamente 
la HCY para la detección de CBS(17) o bien to-
dos los aminoácidos mediante LC-MS/MS(18). 

En el PCN de Cataluña desde el 2015 has-
ta noviembre del 2019 se analizaron 334.140 
RN, de los cuales 4.297 (1,3%) presentaron 
una alteración de Met, a los que se les aplicó 
la prueba de 2TT. Entre ellos, 31 presentaron 
una alteración de 2TT, se refirieron a la UCR y 
se confirmó el diagnóstico de 4 CBS (inciden-
cia 1:83.535), 1 hipermetioninemia (incidencia 
1:334.140) y 18 deficiencias de vitamina B12 
adquiridas (la incidencia ya se ha incluido en 
el apartado 1.1.1). Se obtuvo también el diag-
nóstico de 2 enfermedades no incluidas en el 
programa: un paciente con deficiencia de des-
hidrogenasa de cetoácidos de cadena ramifica-
da y una hemocromatosis neonatal. Finalmente, 
2 casos fueron de diagnóstico incierto, uno de 

ellos por no poder localizar a la familia y 5 ca-
sos fueron FP. Con dicha estrategia se consi-
guió reducir la tasa de FP del 1,3% al 0,001% y 
aumentar el VPP del 0,6% al 84%, siendo éste 
superior al de otros países(7) (tabla 2). Esta dife-
rencia podría explicarse por el cut-off aplicado 
al primer marcador y porque consideramos las 
deficiencias adquiridas de vitamina B12 como 
casos positivos. 

Cabe destacar que algunos de los RN que 
presentaron disminución de Met fue debida a 
una mala conservación de la muestra por pro-
blemas en el transporte. Sin embargo, desde 
enero del 2020 se implementó en nuestro pro-
grama un transporte de muestras unificado des-
de todos los centros maternales al laboratorio. 
La mayoría de las muestras llegan antes de los 
4 días tras su obtención, por lo que esperamos 
observar una disminución del número de prue-
bas de 2TT a realizar por disminución de Met.  

1.2.2) 2TT para la elevación de aminoácidos ra-
mificados 

La enfermedad de jarabe de arce (MSUD) se 
caracteriza por el aumento de aminoácidos rami-
ficados (leucina, isoleucina y valina) y de allo-
isoleucina, que es patognomónica de esta enfer-
medad. La metodología MS/MS utilizada en los 
PCN no consigue separar los aminoácidos isobá-
ricos (Xleu): leucina, isoleucina, allo-isoleucina 
e hidroxiprolina. Por otro lado, los RN que re-
ciben nutrición parenteral pueden presentar ni-
veles elevados de aminoácidos ramificados lo 
que contribuye a la generación de FP. Por ello, el 
desarrollo de pruebas de 2TT para esta entidad 
ha sido esencial. Dicha prueba consiste en la se-
paración cromatográfica de dichos aminoácidos 
por HPLC(19,20) o bien en la valoración de todos 
los aminoácidos por LC-MS/MS(18).  

En nuestro programa en el año 2013 
incluimos el análisis de todos los aminoácidos 
mediante cromatografía líquida de ultra-alta 
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resolución (UPLC) como prueba de 2TT. 
Este método se aplica cuando los marcadores 
primarios para la detección de MSUD: Xleu, 
valina (Val) y las relaciones Xleu/fenilalanina 
(Fen), Val/Fen se hallan aumentados (fi gura 2). 
De 478.756 RN analizados se observó un 
aumento de los marcadores primarios y se 
estudiaron los aminoácidos como 2TT en 110 
muestras (0,03%), mostrando alteración sólo 
en 1 RN que se derivó a la UCR donde se 
confi rmó el diagnóstico de MSUD (incidencia: 
1:478.756). El impacto de la utilización de esta 
prueba también ha sido notable, consiguiendo 
una tasa de FP del 0% y un VPP del 100%, 

de manera similar al programa de CN de 
Australia(20) (tabla 2). 

Además cabe mencionar que la herramienta 
post-analítica CLIR (Collaborative Laboratory 
Integrated Reports)(21), ha sido de gran utilidad 
para poder distinguir entre tratamiento con nu-
trición parenteral y casos de MSUD. Por ello, lo 
hemos incluido en nuestro algoritmo de trabajo 
(fi gura 2), reduciendo desde el inicio el número 
de muestras a las que se aplica el análisis de 2TT. 
Esta evidencia estaría en concordancia con otros 
PCN internacionales que así lo describen(22,23), 
demostrando la utilidad de CLIR como 2TT.

Figura 2
Algoritmo diagnóstico para la detección de la enfermedad de jarabe de arce 

en el Programa de Cribado Neonatal de Cataluña.

CN: cribado neonatal; CLIR: Collaborative Laboratory Integrated Reports; fen: Fenilalanina; Ile: isoleucina; Val: valina; 
UHPLC: cromatografía líquida de ultra-alta resolución; Xleu: leucina, isoleucina, alloisoleucina y hidroxiprolina.
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1.2.3) 2TT para el aumento de citrulina

Concentraciones elevadas de citrulina detec-
tadas en el PCN podrían asociarse a citruline-
mia tipo I y tipo II, aciduria argininsuccínica 
o defi ciencia de piruvato carboxilasa. Sin em-
bargo, se han detectado aumentos de citrulina 
infl uenciados por el estado de la muestra, por 
saturación de la misma u otros factores que no 
hemos sabido identifi car, dando lugar a FP. En 
el PCN de Cataluña cuando obtenemos un au-
mento de citrulina en primera muestra, se anali-
za como 2TT los aminoácidos mediante UPLC, 
comentado en el apartado anterior (fi gura 3). 

Esta separación cromatográfi ca nos permite 
identifi car con mayor especifi cidad la citrulina 
y, además, identifi car si hay presencia de áci-
do argininsuccínico y aumento de alfa-alanina, 
pudiendo hacer un diagnóstico diferencial de 
las distintas entidades que cursan con eleva-
ción de citrulina. De 478.756 RN analizados se 
observó un aumento de citrulina en 140 casos 
(0,04%), en 29 de ellos se confi rmó el aumen-
to de citrulina mediante UPLC y se refi rieron a 
la UCR. Se confi rmó el diagnóstico de 3 citru-
linemias tipo I (incidencia 1:159.585) y 1 aci-
duria argininsuccínica (incidencia 1:478.756). 
25 fueron FP, siendo dos de ellos portadores de 

Figura 3
Algoritmo diagnóstico para la detección de la citrulinemia 

en el Programa de Cribado Neonatal de Cataluña. 

Cit: citrulina; CN: cribado neonatal; UHPLC: cromatografía líquida de ultra-alta resolución.
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citrulinemia tipo I. Con la inclusión de la prue-
ba de 2TT se ha conseguido disminuir la tasa de 
FP de un 0,03% a un 0,005 %, aumentando el 
VPP de un 2,1% a un 11% (tabla 2).

Cabe destacar que también utilizamos el 
análisis de aminoácidos por UPLC cuando 
obtenemos unos niveles de citrulina bajos en 
el cribado inicial. Con ello se ha conseguido 
diagnosticar 1 caso de deficiencia de carba-
mil fosfato sintetasa y 1 caso de deficiencia de 
N-acetilglutamato sintasa. 

1.2.4) 2TT para el aumento de tirosina  

El incremento de tirosina es el marcador pri-
mario para la detección de tirosinemia tipo I. 
Sin embargo, la tirosina a menudo se encuentra 
aumentada de forma transitoria y benigna en el 
RN, lo que genera FP. Por un lado, se detecta 
elevación de este aminoácido en la tirosinemia 
tipo II y tipo III (que en general no se inclu-
yen en los PCN) y por otro, existen pacientes 
con tirosinemia tipo I cuyos niveles de tirosina 
son normales, por lo que lo óptimo es utilizar 
la succinilacetona como marcador primario. En 
Cataluña se escogió un kit que incluyera dicho 
metabolito en el cribado inicial. En Italia, a pe-
sar de utilizar la succinilacetona como marca-
dor primario, han desarrollado un método más 
específico que el utilizado en CN para la valo-
ración de succinilacetona como 2TT(24).

1.2.5) 2TT para el aumento leve de fenilalanina  

En el caso de las hiperfenilalaninemias se ha 
desarrollado una metodología para la determi-
nación de biopterina y neopterina en primera 
muestra mediante UPLC-MS/MS(25). 

1.3) Galactosemia clásica

Muchos países han incluido la galactosemia 
clásica en sus PCN. La medida del marcador 

primario puede realizarse bien por un método 
fluorométrico(26) o bien mediante MS/MS(27). 
En particular, los métodos fluorimétricos 
presentan mayor número de FP y se han 
desarrollado como 2TT el análisis molecular de 
ciertas mutaciones concretas(28), la metodología 
multiplex enzimática por UPLC-MS/MS(29) 
o el análisis del test rápido de la galactosa 
deshidrogenasa(30).

1.4) 2TT para la detección de la deficiencia de 
guanidinoacetato metiltransferasa (GAMT)

En algunos programas valoran los niveles de 
guanidinoacetato para detectar la deficiencia de 
GAMT. Sin embargo, la tasa de FP es elevada, 
por ello se ha desarrollado como 2TT la valora-
ción de guanidinoacetato mediante UPLC-MS/
MS. En Canadá y en EE.UU se ha conseguido 
una disminución de la tasa de FP del 0,19% al 
0,0002%(31,32). 

1.5) 2TT para la detección de enfermedades  
lisosomales

La introducción de MS/MS en los PCN está 
facilitando también la expansión en la detec-
ción de las enfermedades lisosomales. En los 
últimos años se han desarrollado métodos para 
el análisis múltiple de actividades enzimáticas 
mediante MS/MS como marcador primario, así 
como pruebas de 2TT con el fin de reducir el 
número de FP, especialmente debidos a pseu-
dodeficiencias y heterocigotos.

1.5.1) Mucopolisacaridosis tipo I (MPSI)

En la MPSI el marcador primario utilizado 
es la actividad enzimática de la alfa-iduronida-
sa. En Rochester, Minnesota, Kentucky e Italia, 
han incluido como 2TT el análisis de glicosa-
minoglicanos mediante LC-MS/MS(23,33,34), lo-
grando una tasa de FP del 0,0018% y un VPP 
del 50% en algunos casos(23).
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1.5.2) Enfermedad de Pompe 

En la enfermedad de Pompe también se ha 
descrito una alta frecuencia del alelo de pseu-
dodeficiencia en la población asiática dando 
lugar a un aumento de FP(35,36). En el PCN de 
Taiwan utilizan como 2TT la actividad total de 
la enzima alfa-glucosidasa (GAA) medida a pH 
3,8 sin acarbosa(37). En EE.UU. han descrito la 
ratio (creatina/creatinina)/actividad GAA como 
2TT en esta enfermedad, siendo útil para di-
ferenciar entre los casos verdaderos infantiles 
y de presentación tardía, del resto de FP (por-
tadores y pseudodeficiencias de la enzima)(22). 
Además, se ha evaluado la utilidad de incluir 
la herramienta CLIR(21) en la estrategia, demos-
trando que su uso puede evitar un 92% de FP(22) 
y otros autores consiguen  un VPP del 100% y 
una tasa de FP del 0%(23).

Por otro lado, algunos estados de EE.UU han 
incluido como 2TT el análisis genético median-
te secuenciación de última generación para la 
enfermedad de Pompe(38,39,40,41).

1.5.3) Enfermedad de Krabbe

Nueva York fue el primer estado de EE.UU 
en incluir en su PCN la detección de la enferme-
dad de Krabbe en el año 2006. Con la inclusión 
de la secuenciación del gen GALC como 2TT, 
han conseguido reducir un 43,8% la tasa de pa-
cientes derivados a las UCR para su estudio(42). 
En el estado de Missouri también utilizan el es-
tudio genético como 2TT pero sólo analizan la 
mutación prevalente IVS10del30kb(43). Sin em-
bargo, la identificación de variantes de signifi-
cado incierto o mutaciones asociadas a formas 
de presentación tardía de la enfermedad conti-
núan siendo un inconveniente para el diagnós-
tico y pronóstico. Como consecuencia, algunos 
centros han evaluado la psicosina como otro 
posible 2TT(23,44,45,46), consiguiendo en algunos 
casos un VPP del 100% y una tasa de FP del 
0%(23). Además, se ha demostrado que existe 

una relación entre el nivel de concentración de 
la psicosina y el pronóstico de la enfermedad(46). 

Por otro lado, el PCN de Kentucky también 
ha evaluado la integración de la herramienta 
CLIR(21) en su algoritmo de trabajo para la en-
fermedad de Krabbe demostrando su utilidad 
para la selección de los casos en los que es ne-
cesario el análisis de un 2TT(23).  

1.5.4) Enfermedad de Gaucher y de Fabry

Recientemente el PCN de Italia ha publi-
cado su experiencia acerca de la implementa-
ción de lisoGb1 como 2TT en la enfermedad de 
Gaucher y lisoGb3 en la enfermedad de Fabry. 
En el caso de Gaucher, han conseguido aumen-
tar el VPP al 100% y demuestran que la con-
centración de ambos biomarcadores en el pe-
riodo neonatal se correlaciona con las formas 
clásicas de ambas enfermedades(34). Sin embar-
go, en las formas clínicas de presentación tar-
día de Fabry la concentración de lisoGb3 puede 
estar en menor grado elevada o incluso ser nor-
mal(34). Estos resultados se correlacionan con 
los ya descritos previamente en el estudio pi-
loto del PCN en Taiwan de la enfermedad de 
Fabry(47,48). De manera similar en otro estudio se 
recoge la experiencia con dos hermanos afec-
tos de Fabry. Uno de ellos fue detectado en la 
edad neonatal presentando niveles elevados de 
lisoGb3 en primera muestra, los cuales fueron 
incrementando progresivamente hasta la edad 
de aparición de los síntomas, lo que demuestra 
que el estudio de este marcador en la etapa pre-
sintomática puede ser de utilidad para una pre-
vención terapéutica(49) y apoya una vez más su 
utilidad como 2TT en los PCN.

1.6) 2TT para la detección de la adrenoleuco-
distrofia ligada al cromosoma X (XALD)

La detección de la X-ALD se realiza a tra-
vés del análisis de lisofosfatidilcolina C26:0 
(C26:0LPC) mediante MS/MS. Nueva York fue 
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el primer estado de EE.UU en incluir la X-ALD 
en su PCN y utilizan como 2TT el análisis es-
pecífico de C26:0-LPC mediante LC–MS/MS 
seguido de un marcador de tercer nivel que in-
cluye la secuenciación del gen ABCD1(50). En 
el año 2015 se aprobó realizar un estudio pilo-
to para la detección de X-ALD en el PCN de 
Holanda, que se está realizando en la actualidad 
y recientemente han desarrollado una estrate-
gia que incluye hasta 4 niveles de marcadores. 
La diferencia con respecto a los programas de 
EE.UU radica en la inclusión del “Factor X”, 
un 2TT que mide el número de cromosomas X. 
Con esta herramienta, dado que la herencia de 
esta entidad es ligada al cromosoma X, se evi-
tan errores de interpretación con registros de-
mográficos incorrectos y permite identificar las 
niñas con síndrome de Turner, las cuales ten-
drían niveles normales de C26:0-LPC y serían 
consideradas como casos negativos en el PCN. 
Es de esperar que las niñas con síndrome de 
Turner y X-ALD tengan la misma probabilidad 
de desarrollar la forma cerebral similar a un 
niño con X-ALD. De este modo, esta estrategia 
ayudaría a identificar estos casos(51).

2) 2TT en sangre impregnada en papel para 
otras enfermedades

2.1) 2TT para la detección de fibrosis quística (FQ)

Los PCN para la detección de FQ utilizan la 
tripsina inmunorreactica (TIR) como marcador 
primario mediante técnicas de enzimoinmunoa-
nálisis. La TIR no es un marcador específico de 
FQ y puede estar alterada en otras situaciones 
fisiopatológicas que se pueden dar en el período 
perinatal. Por ello, se utilizan diferentes estrate-
gias para optimizar la eficacia de su detección: 
cuantificación de TIR combinada con el análi-
sis en primera muestra del gen CFTR (DNA) 
o de la proteína asociada a pancreatitis (PAP) 
mediante métodos de inmunoanálisis (fluores-
cencia o fotométrico). 

En la tabla 3 se muestra el impacto de las 
diferentes estrategias estudiadas de forma re-
trospectiva o prospectiva en los diferentes paí-
ses. Se puede observar que las estrategias que 
combinan TIR1 + DNA presentan un VPP más 
elevado, sin embargo, la tasa de FP también es 
elevada, con un coste-efectividad muy alto si 
se compara con la estrategia TIR1+PAP (ver 
Francia, Alemania y Holanda en tabla 3). Para 
aquellas estrategias que valoran TIR2 (TIR en 
segunda muestra), la inclusión del PAP en pri-
mera muestra también aumenta el VPP y dis-
minuye la tasa de FP (ver España y Portugal en 
tabla 3), siendo aún mejor si se aplica la estra-
tegia TIR1+PAP+DNA (ver República Checa 
en tabla 3). Francia fue pionera en Europa en 
plantear la necesidad de un 2TT para la de-
tección de la FQ(52,53,54) y aunque actualmen-
te utilizan la estrategia TIR+DNA, en un es-
tudio retrospectivo publicado recientemente 
concluyen que incorporar la PAP aumenta la 
eficiencia siendo conveniente cambiar la es-
trategia a TIR+PAP+DNA(55). En Alemania 
(Heidelberg) en el año 2016 decidieron incor-
porar la valoración de la PAP(56,57,58,59,60) mien-
tras que en Bélgica, tras diferentes estudios, 
concluyeron que la estrategia con PAP era me-
jor en cuanto a coste-efectividad aunque reco-
miendan la estrategia TIR+DNA por su VPP 
más alto y mejor cumplimiento de los requi-
sitos propuestos por la Sociedad Europea de 
Fibrosis Quística(61). Holanda incorporó la es-
trategia TIR+PAP+DNA a partir del 2011(62) 
y recientemente han publicado un estudio re-
trospectivo de efectividad comparando cua-
tro estrategias diferentes y concluyen que la 
estrategia utilizada hasta el momento es al-
tamente coste-efectiva con un VPP del 63% 
al 77% según el estudio molecular utiliza-
do(63). Resultados similares se obtuvieron en 
la República Checa pero no se ha llegado a 
incorporar la PAP como 2TT(64). Portugal in-
corporó la detección de FQ en 2014 con la 
estrategia TIR1+PAP+TIR2(65). En España, 
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el PCN de Andalucía Oriental realizó un es-
tudio prospectivo de dos años comparando 
su estrategia actual TIR1+TIR2 vs estrate-
gias que incorporan PAP: TIR1+PAP+TIR2 y 
TIR1xPAP+TIR2, concluyendo que esta  últi-
ma es más efectiva, aunque no la han incorpo-
rado en su programa(66). 

En Cataluña nuestro PCN para la detección 
de FQ empezó en el año 1999 con estrategia 
a doble muestra (TIR1+TIR2). En el año 2016 
se realizó un estudio piloto prospectivo para 
analizar diferentes estrategias combinando TIR 
con PAP vs estrategia TIR1+TIR2+DNA(67). La 
estrategia TIR1+PAP+TIR2 fue elegida la más 
adecuada mostrando una disminución teóri-
ca del 30% en la solicitud de segundas mues-
tras y del 53% de casos positivos referidos a la 
UCR, además de aumentar el VPP de un 4,3% 
al 9,2%. En noviembre de 2017 se incorpora la 
PAP para la detección de la FQ en estrategia 
de doble muestra TIR siendo el primer PCN a 
nivel nacional en utilizar la PAP como 2TT(68), 
obteniendo una disminución del 38% en segun-
das muestras y del 44% de casos positivos re-
feridos a la UCR(68). En junio de 2019, se mo-
dificó el punto de corte de la TIR1 (de 50 a 60 
ng/mL) reduciéndose un 5,5% la solicitud de 
segundas muestras y un 3,5% los casos positi-
vos detectados, mientras que el VPP se mantu-
vo con respecto al del año 2018. Con el objeti-
vo de aumentar el VPP y disminuir el tiempo de 
diagnóstico de la enfermedad, se está realizan-
do actualmente durante el 2020 un estudio pi-
loto con la estrategia TIR1+PAP+DNA (datos 
no publicados). En la figura 4 se describen los 
diferentes puntos de corte de TIR y PAP utiliza-
dos en las estrategias en estos tres últimos años 
en nuestro programa. El VPP obtenido en nues-
tro PCN con la estrategia TIR a doble mues-
tra, tanto antes como después de incorporar el 
PAP como 2TT, es inferior con respecto al de 
los otros programas (tabla 3), ya que la mayoría 
utilizan el PAP en estrategia simple para des-
pués realizar estudio molecular y con puntos de 

corte para TIR y PAP más elevados. Algunos 
PCN, como Holanda, utilizan tanto PAP como 
DNA al mismo tiempo en primera muestra 
como 2TT. Sólo Portugal y Andalucía Oriental 
reportan datos con estrategia a doble muestra. 
Por un lado, Portugal, con una incidencia de 
FQ de 1:7.500, aplica una estrategia idéntica a 
la que utilizábamos hasta marzo de 2020, con 
puntos de corte de TIR1 y TIR2 más altos (65 
ng/mL y 50 ng/mL), lo que hace tener una tasa 
de FP algo inferior y un VPP más alto pero a 
costa de tener algún FN que con nuestro pun-
to de corte no hubiéramos tenido. Andalucía 
Oriental que reporta una incidencia de FQ de 
1:4.893, aplica el test del sudor después de una 
TIR2 positiva (a diferencia de nuestro PCN que 
aplica DNA) y también presenta un VPP algo 
más elevado, siendo el punto de corte de TIR1 
del mismo orden (≥61 ng/mL), aunque para la 
TIR2 es más alto (≥40 ng/mL), lo que implica 
también un menor número de FP. Cabe destacar 
que en nuestro programa hemos tenido verda-
deros positivos en un rango de concentraciones 
de TIR2 entre 35-40 ng/mL.

La incidencia de FQ en Cataluña desde su 
inicio (1999-2019) es de 1:7.203, aunque la 
tendencia en los últimos cinco años es a la baja 
con una incidencia de 1:11.087 (2015-2019), 
siendo inferior con respecto a otros PCN a ni-
vel nacional y europeo. Esto podría explicarse 
porque es uno de los programas con más años 
de experiencia en la detección y manejo de esta 
enfermedad asociado a los avances en la medi-
cina de reproducción y el asesoramiento gené-
tico, lo que ha ayudado a la prevención de naci-
mientos de niños afectos de FQ.

2.2) 2TT para la detección de la hiperplasia su-
prarrenal congénita (CAH) 

La detección de 17-hidroxiprogesterona 
mediante enzimoinmunoanálisis es la técnica 
utilizada mayoritariamente para la detección de 
la CAH. Sin embargo, esta prueba tiene un alto 
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Figura 4
Algoritmo diagnóstico con diferentes estrategias variando los puntos de corte de tripsina 
inmunorreactiva (TIR)  y proteína asociada a pancreatitis (PAP)  en los últimos tres años.
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número de FP debido a la reacción cruzada con 
otros esteroides y el aumento de dicha hormona 
en los niños prematuros. Aunque se ha intentado 
ajustar el cut-off en base al peso al nacer, la edad 
gestacional o la edad en el momento de la toma de 
muestra, el VPP sigue siendo inferior al 1%. En 
base a estas premisas, algunos PCN han incluido 
como 2TT el análisis simultáneo mediante LC-MS/
MS de varios esteroides (17-hidroxiprogesterona, 
androstenediona y cortisol), consiguiendo una 
reducción de la tasa de FP y un aumento del VPP 
(EE.UU.: tasa de FP del 0,64% al 0,06 % y VPP 
del 0,8% al 7,3%(5); Utah: FP del 2,6% a 0,06%, 
VPP del 0,4% al 9,4%(69); Corea: VPP de 1,9% al 
100%(70); Alemania(71), Hungría(72), entre otros).

Otros programas han optado por utilizar 
como 2TT el estudio genético completo o de 
mutaciones concretas del gen CYP21A2 en 
aquellas muestras que tienen elevación del 
marcador primario(73,74), resultando en una re-
ducción del 88% de las segundas muestras en 
algunos casos(73).

2.3) 2TT para la detección de inmunodeficien-
cias combinadas graves (IDCG)

Algunos PCN detectan las IDCG mediante 
la valoración de TREC (círculos de escisión del 
gen del receptor de linfocitos T). Sin embargo, 
se han descrito tanto FP, como FN y en algu-
nos países como en Italia se ha implementado 
la valoración de marcadores más específicos 
mediante LC-MS/MS: adenosina y 2-deoxia-
denosina para la detección de la deficiencia de 
adenosina deaminasa(75) y de 2-deoxiguanosina 
y 2-deoxi-inosina para la deficiencia de purina 
nucleósido fosforilasa(76). Por otro lado, algunos 
países ya han incorporado como 2TT el análisis 
de un panel específico de genes mediante se-
cuenciación masiva de última generación (en 
inglés Next Generation Sequencing o NGS)(77,78) 
consiguiendo una tasa de re-análisis/segundas 
muestras del 0,02%-0,07%(79).

3) NGS como 2TT para varias enfermedades 

En EE.UU. ya se está implementando como 
2TT el estudio genético mediante NGS en san-
gre impregnada en papel para distintas enfer-
medades. Se estudia un panel de 126 genes 
con una capacidad para analizar de 8 a 20 ca-
sos en 105 horas (4,3 días), aunque el tiempo 
se alargaría en algunos casos según el tipo de 
mutación(79). 

En Taiwan (China) se aplica el estudio gené-
tico como 2TT para la deficiencia de citrina y la 
deficiencia primaria de carnitina(80).

Recientemente, también en Alemania se ha im-
plementado la estrategia de utilizar NGS como 
2TT en aquellas muestras heterocigotas identifi-
cadas en el ensayo de qPCR (marcador primario) 
en la detección de cistinosis nefropática(81).

CONCLUSIONES

La tendencia actual en los PCN es cubrir 
una amplia gama de condiciones. Desde el 
año 2004 hasta la actualidad se han desarro-
llado pruebas de segundo nivel en muestra ini-
cial para más de 30 enfermedades. La combi-
nación de pruebas de primer y segundo nivel 
constituye una práctica de trabajo excelente 
para lograr el mayor beneficio de los progra-
mas, reduciendo considerablemente los FP, 
con lo que se disminuye la ansiedad y el es-
trés de las familias, a la vez que se reducen 
los costes hospitalarios y se aumenta el VPP, 
mejorando sustancialmente la eficiencia de  
los PCN.
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