Univerzita Karlova

3. lékarska fakulta

Dizertacni prace

Praha, 2019 MUDr. Jan David



UNIVERZITA KARLOVA
3. LEKARSKA FAKULTA

Klinika déti a dorostu

MUDr. Jan David

Hodnoceni efektivity celostatniho celoploSného
novorozeneckého screeningu vzacnych onemocnéni

v Ceské republice a hled4ni cest k jeho zlep$eni

Evaluation of neonatal laboratory screening

efficacy in the Czech Republic and its improvements

Dizertacni prdace

Praha, 2019



Autor prace: MUDr. Jan David

Studijni program: Preventivni medicina

Skolitel: doc. MUDr. Felix Votava, Ph.D.

Pracovisté vedouciho prace: Klinika déti a dorostu 3. LF UK



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a ze jsem fadné uvedl
acitoval vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, ze prace

nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

ProhlaSuji, Ze odevzdana tiSténd verze prace a verze elektronickd nahrana

do Studijniho informaéniho systému (SIS 3. LF UK) jsou totozné.

Souhlasim s trvalym uloZenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za celem soustavné kontroly podobnosti

kvalifikacnich praci.

V Praze, 20. 1. 2019

MUDr. JAN DAVID



Identifika¢ni zaznam

DAVID, Jan. Hodnoceni efektivity celostatniho celoplosného novorozeneckého
screeningu vzacnych onemocnéni v Ceské republice a hledani cest k jeho
zlepseni. [Evaluation of neonatal laboratory screening efficacy in the Czech
Republic and its improvements]. Praha, 2019. 81 stran, 4 pfilohy. Dizertacni
prace (Ph.D.). Univerzita Karlova, 3. 1ékaiska fakulta, Klinika déti a dorostu.
Skolitel doc. MUDTr. Felix Votava, Ph.D.

Klicova slova: novorozenecky screening, Ceska republika, efektivita,

epidemiologie, prevence

Keywords: Neonatal Screening, Czech Republic, Efficacy, Epidemiology,

Prevention



OBSAH

UVOD uucuiiiiiiinninnicensaecssisssissesssicsssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 8
1. PREHLED PROBLEMATIKY ....ovevuerterrerresneenessessssessessessessessessesssssessssssens 10
1.1 NoOVOrozenecky SCrEENMING .......ccceevuierieriiieriieiienieeieenreereeseeeereesaeeeaee e 10
1.2 VZACNA ONEMOCHCNT ...vvveeeiiiiieeeiiiieeeeiieeeesiteeeesteeeeesaeeeeesnrreeeeseneeeeenns 13

1.3 Provedeni novorozeneckého laboratorniho screeningu v Ceské

10570 11 0] L Lo USSR 15
1.4 Nemoci vyhledavané v Ceské republice ..............o.veveveeeeeeeeeeeeeeeeenea. 18
1.4.1 Dédicné poruchy metaboliSmu..........cceeviieiiieniiiiiiinieeiceieeeee 19
1.4.2 Kongenitalni hypotyredza .........ccceecveevuveeiienieeieeiieeieeieeeee e 23
1.4.3 Deficit 21-hydroXylazZy ......ccooeeiiiiiiiiiiiicee e 24
1.4.4 Cysticka fIDIOZa.........eoeiieiiieiieiiecieeee e 25
2. CILE DIZERTACNI PRACE.....couuctiunsiunncsusscssssssssasssssssssssssssssssssssssssses 27
3. METODIKA .29
4. PUBLIKACE ...31
4.1 Epidemiology of Rare Diseases Detected by Newborn Screening
in the Czech RepubIiC ....cc.coiiriiiiiiiiiiiiiceeeee e 32
4.1.1 UVOA K PUBIKACT ... 32
4.1.2 Vysledky a diSKUZE.........coovuieiiieiiieiieeeeeee e 33
A1.3 ZAVET .ttt ettt 36
4.2 Neonatal Screening in the Czech Republic: Increased Prevalence
of Selected Diseases in Low Birthweight Neonates............cccccveevcvieerieens 38
4.2.1 UVOd K PUBIKACT ... 38
4.2.2 Vysledky a diSKUZE........cccovvieviiiiiiieiie e 39
B.2.3 ZAVET .ottt 41
4.3 Falesna  pozitivita v novorozeneckém  screeningu  deficitu
21-MYATOXYIAZY ...c.eveeneieiieeieee e 42
4.3.1 UVOA K PUBIKACT ... 42
4.3.2 Vysledky a diSKUZE..........oevuiiriieiiiiieiecieee e 43
A.3.3 ZAVET ettt ettt et sae et eneas 45
44 Postup u pacienta s podezienim na deficit 21-hydroxylazy
zachyceného v novorozeneckém screeningu v CR .........coocvveviiiiiiieennenn. 46
4.4.1 UVOd K PUBIKACT ... 46

4.42 Vysledky a diSKUZ@.........cccueieviiieiiieiieceeeeeee e 47



B3 ZAVEL ..o 50
ZAVERY .ocoeverreeressessessessessesssssssssssessessessessessessessssssssssssessssessessessessassessssessssesss 51
SOUHRN ......oerrrrersrsssessessessssssessesssssssssessessesssessessessassasssessessassssssessessssssssessessasses 53
PREHLED PUBLIKACI, PREDNASEK A POSTERU .55
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK 59
SEZNAM POUZITE LITERATURY 62
SEZNAM TABULEK A OBRAZKU 79
SEZNAM PRILOH 81




UVOD

Pediatrie, jako zakladni lékatsky obor zabyvajici se zdravim a nemocemi
jedince od narozeni (resp. v nékterych piipadech od fetalniho obdobi)
az po dosazeni dospélosti, se od ostatnich medicinskych smért odliSuje zejména

dvéma aspekty.

Prvnim aspektem je, ze pfedmétem oboru je rostouci a vyvijejici se jedinec,
ktery dramaticky rychle méni své fyziologické, patofyziologické i psychologické
a socialni vlastnosti. Rovnéz spektrum nemoci a poruch je vékové specifické,
oproti napf. adultnimu internimu lékatstvi se vice uplatiuji dédicné nemoci,
vrozené vyvojové vady, frekvence a spektrum infekénich nemoci je jiné. Z toho

vyplyva zakladni paradigma pediatrie, ze dit¢€ neni ,,zmenSeny dospély*.

Druhym aspektem je akcentace vyznamu prevence, coz je reflektovano
napf. systtmem novorozeneckého screeningu, povinnych strukturovanych

preventivnich prohlidek ¢i systému povinné vakcinace.

Prevenci lze definovat jako souhrn ¢innosti, které maji za cil snizit pocet
novych onemocnéni nebo zpomalit ¢i zastavit vyvoj choroby jiz existujici
(Kukla L., Prichova D. et al., 2016). Pro jednotlivce, populaci i zdravotnictvi
to pfindsi jednoznacny zdravotni i ekonomicky benefit. Rozezndvame prevenci
primarni, sekundérni, terciarni a kvartérni. Priméarni prevenci se rozumi zabranéni
vzniku nemoci, tedy sniZzuje jeji incidenci. Metody primarni prevence zahrnuji
edukacni Cinnost Siroké vetejnosti ohledné zdravého Zivotniho stylu a vyZivy,
ockovani proti infekénim nemocem apod. Sekundarni prevence spociva
ve vyhledavani jedinci jesté¢ v asymptomatické fazi nemoci (samovySetfovani,
preventivni prohlidky u praktického 1ékate ¢i prenatalni a postnatalni screening).
Terciarni prevence je zameéfena na pacienty v rozvinutém stadiu onemocnéni
se snahou redukovat komplikace a zabréanit progresi nemoci, v détském véku
se uplatiluje zejména metodou dispenzarizace. Kvartérni prevence zabramuje

vzniku poskozeni pacienta pii poskytovani zdravotnich sluzeb. Zde se uplatiuji



tzv. Resortni bezpecnostni cile ¢i Systém hlaSeni nezadoucich udalosti

(Zdravi 2020, 2014).

Vysoce u¢innym nastrojem sekundarni prevence a nedilnou soucasti pediatrie
je v€asna detekce nemocnych pomoci novorozeneckého laboratorniho screeningu,
ktery 1ze povazovat zaroven i za efektivni feSeni problematiky v€asné diagnostiky
a 1écby tzv. vzacnych onemocnéni. Tato oblast vzacnych onemocnéni je ve fokusu

evropské a narodni zdravotnické legislativy.

Komentovana verze piedkladané dizertacni prace se zabyva problematikou
hodnoceni novorozeneckého laboratorniho screeningu v Ceské republice a klade
si za cil tuto efektivitu vyhodnotit a zlepSit. Jedna se o velmi dilezity proces

ke zlepSeni fungovani celého screeningového programu.



1. PREHLED PROBLEMATIKY

1.1 Novorozenecky screening

Pod pojmem novorozenecky screening lze v SirSim slova smyslu zahrnout
prvni preventivni klinické vySetfeni novorozence neonatologem ¢i pediatrem
scilem patrat po vrozenych vyvojovych vadach ¢i vrozenych infekcich,
ultrazvukové vySetfeni pfi  vyhledavani vyvojové dysplazie kycelni,
oftalmoskopické vysetieni pii vyhleddvani kongenitalni katarakty, vysetfeni
otoakustickych emisi pti vyhledavani vrozené hluchoty ¢i ultrazvukové vysetieni
ledvin k ¢asnému zachytu vrozenych vyvojovych vad ledvin a vyvodnych cest
mocovych (Votava F., Kozich V. et al., 2014). V této praci je pozornost vénovana

jen novorozeneckému laboratornimu screeningu (NLS).

NLS je aktivni, v daném regionu celoplo$né (vétSinou Uzemi statu),
vyhledavani vrozenych a/nebo dédicnych nemoci ¢i poruch v jejich ¢asném
preklinickém stadiu, tedy diive, nez se sta¢i klinicky projevit a nenavratné

poskodit zdravi, ¢i dokonce zapticinit umrti (Therrell B., Padilla J. et al., 2015).

Za zakladatele NLS je povazovan prof. Robert Guthrie (1916-1995),
ktery v roce 1965 ve Spojenych stitech americkych na Univerzit¢ v Buffalu
ve statu New York jako prvni pouZil princip tzv. suché krevni kapky na filtracnim
papiru odebirané novorozenciim z paty a zavedl tzv. bakterialn¢ inhibi¢ni metodu
k celoploSnému screeningovému programu pro detekci fenylketonurie. O tfi roky
pozdéji byly na Zadost Svétové zdravotnické organizace formulovany obecné
principy screeningového programu (Wilson J., Jungner Y. et al., 1968), které NLS

fenylketonurie zcela spliioval. Jedna se o deset obecnych kritérii (Tab. 1).

S medicinskym pokrokem a rozvojem technologii postupné screeningové
programy expandovaly ve svété i u nds. S timto rozsifovanim NLS vSak vznikaly
problémy nejen odborné, aleietické, ekonomické, geografické, legislativni

a politické, které mohou byt divodem, pro¢ puvodni Wilsonova a Jungnerova
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kritéria (Tab. 1) jsou napliiovana problematicky ¢i relativizovana (dale

viz kapitola 4.1).

Tab. 1 Obecné principy screeningového programu

Vyhledavana nemoc predstavuje vyznamny zdravotni a socidlni problém

Pro vyhledavanou nemoc existuje obecné uznavana lécba

Ve screenované populaci jsou zajistény podminky pro diagnostiku a 1€cbu
vyhleddvané nemoci

Vyhleddvana nemoc ma rozpoznatelnou ¢asnou fazi

Pro vyhledavanou nemoc existuje obecné uznavany screeningovy test

Screeningovy test je piijatelny pro vétSinu populace

Vyhledavana nemoc je jasné definovana, jeji patofyziologicky pritbé¢h je zndm

Existuje konsensus o tom, kdo ma byt lé¢en

Néklady jsou statem akceptovatelné

Vyhledavani pacientll je kontinudlnim procesem

Zdroj: Wilson J., Jungner Y. et al., 1968

Do zna¢né miry lze povaZovat po€et nemoci vyhleddvanych systémem NLS
za ukazatel trovné zdravotnictvi dan¢ho statu. Vybér nemoci vhodné k zarazeni
do screeningového programu se stava slozitéjsi, je ovlivnén fadou faktorti a stale
vyznamnéjSimu vlivu nabyva ekonomika a legislativa. Ani ve statech Evropské
unie se nepodafilo dosahnout poctu 50 nemoci screenovanych ve Spojenych
statech americkych, v evropskych zemich se obvykle vyhleddvd mezi 5-30

nemocemi (Peskova K., Chrastina P. et al., 2018).

V minulosti prob¢hly i1 studie nemoci, u kterych se nakonec zatfazeni do NLS
neukédzalo jako vhodné, nebot nebyla naplnéna jiz zminénd Wilsonova
a Jungnerova kritéria (Tab. 1). Zde lze uvést napi. zvazovany screeningovy
program deficitu alfa-1-antitrypsinu (Sveger T., Thelin T., 2000), kde vysledky
ukézaly, ze zavedeni by bylo problematické a screeningovy program by nepiinesl

jasny benefit pro pacienty.

NLS je zalozen na stanoveni koncentrace specifické latky (analytu) ¢i pritkazu
genové mutace v kapce krve odebirané novorozencim na filtraéni papir.
Tento systém je tim efektivnéjsi, ¢im vétSi ¢ast novorozencl regionu (vetSinou

celého statu) je vySetiena. Systém NLS nespociva pouze v laboratorni analyze,
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ale zahrnuje celou logistiku preanalytické c¢asti (informovany souhlas rodic,
zpusob, podminky, Casovani a eventudlni opakovani odbérti suché kapky krve)
a postanalytické casti (postupy screeningovych laboratofi pifi pozitivnim
¢1 nejednozna¢ném nalezu, navaznost na klinické pracovisté s optimalizaci dalSiho
diagnostického postupu a zabezpeceni dlouhodobé 1écby a sledovani pacientt,
vyhodnocovani a zpracovani dat screeningu, skladovani a vyuziti vzorki).
Definice spravnych ,lege artis“ postupi v preanalytické, analytické
a postanalytické casti k zajisténi NLS jsou shrnuty v Metodickém navodu
ve Véstniku Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky (MZ CR), ktery byl
naposledy aktualizovan v ¢ervnu 2016 (Metodicky navod k zajisténi

novorozeneckého laboratorniho screeningu a nasledna péée, MZ CR, 2016).

12



1.2 Vzacna onemocnéni

Vzicnd onemocnéni (,,Rare Diseases”, RD) jsou definovana populacni
frekvenci nizsi nez 1:2 000 (Richter T., Nestler-Parr S. et al., 2015). Jedna se
o velmi heterogenni skupinu az 8 000 nozologickych jednotek, do niz patii
geneticky podminénd onemocnéni (az 80 %), metabolické poruchy, vzacné
malignity dospélych a vSechny malignity détského véku. Tato onemocnéni jsou
chronicka a progresivni, postihuji rozdilné organy a signifikantné snizuji kvalitu
zivota pacienttl. Radu RD Ize detekovat jiz v novorozeneckém véku, nékteré se
mohou manifestovat az v pribéhu détstvi ¢i v dospélosti. Diagnostika a terapie
by mély probihat ve specializovanych centrech. VétSina RD je vSak obtizné
1é¢itelna ¢i nevylécitelna, coz dokumentuje fakt, ze az 30 % déti s RD se nedozije

péti let (Kubackova K., 2014).

Ackoli jsou RD charakterizovana nizkou prevalenci, odhaduje se, ze v Evropé
zije celkem cca 30 milioni téchto pacientii (Www.vzacna-onemocneni.cz).
Vycislit vSak skutecny vyskyt jednotlivych nemoci patiicich v dané populaci
do RD je problematické, nebot’ stavajici Mezinarodni klasifikace nemoci (MKN)
jednotlivé nemoci ne zcela dostatecné reflektuje. Podle databaze Orphanet
(www.orpha.net) ma pouze 250 nozologickych jednotek zatazenych mezi RD
ptidélen kod v MKN. Proto je tieba, aby byla vSechna RD vhodné reklasifikovana
a ziskala tak potfebnou viditelnost. Z tohoto pravidla se vymyka skupina RD
detekovanych pomoci NLS, nebot vSechna onemocnéni vyhledavana timto
systémem v CR spliiuji definici RD. NLS se tak stavd modelovym nastrojem
jejich diagnostiky, 1é€by a zasadnim zplsobem miize pomoci napliovat
Doporuceni Rady Evropské unie o akci v oblasti RD z roku 2009 (Rada Evropské
unie, 2009) a Usneseni Vlady CR z roku 2010 o Narodni strategii pro RD na léta
20102020 (Vlada CR, 2010). Tyto narodni a nadnarodni strategické dokumenty
maji za cil zlepsit identifikaci pacientl s RD, podporovat rozvoj zdravotni politiky
a rozvijet evropskou spolupraci. Vznik této iniciativy je logicky, nebot’ relativné
velky pocet vSech pacienti s RD v Evropé vyZzaduje koordinovanou spolupraci

a feSeni.
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Ptehled nejcastejSich RD détského veku je Siroky, zahrnuje riznd systémova
onemocnéni od cystické fibrézy pocinaje, pfes neurodegenerativni,
hematologické, nadorové, revmatologické ¢i endokrinni nemoci, metabolické
poruchy, primarni poruchy imunity az po extrémné vzacné genodermatozy

(Tab. 2, Kubackova K., 2014).

Tab. 2 Prehled nejcastéjsich vzacnych onemocnéni détského veku

Skupina nemoci Priklady
P logicka S ,
neumologteta Cysticka fibroza
onemocnéni
. Epidermolysis bullosa congenita, neurofibromatoza,
Genodermatdzy >
Ehler-Danlosiiv syndrom
., Spinalni muskulérni atrofie, leukodystrofie,
Neurodegenerativni . . s .
., heredoataxie, amyotroficka laterdlni skleroza,
onemocnéni :
Wilsonova nemoc
Hematologickd Leukémie, ’lymforny, histiocﬁéza, o
. myelodysplasticky syndrom, Fanconiho anémie,
onemocnéni

vrozené koagulopatie
Mozkové nadory, hepatocelularni karcinom, maligni
melanom
Kongenitalni hypotyredza, kongenitalni adrenélni
Endokrinni onemocnéni | hyperplézie, deficit ristového hormonu, Addisonova
nemoc
Tézky kombinovany imunodeficit, Brutonova

Nadorova onemocnéni

Primérni S o
. . agamaglobulinémie, Kostmantv syndrom,
imunodeficience . .
DiGeorgetiv syndrom
Fenylketonurie, poruchy beta oxidace, lysosomalni
Dédiéné poruchy onemocnéni, leucindza, organické acidurie, poruchy
metabolismu karnitinovych pfenaSeci, argininémie, citrulinémie,

deficit biotiniddzy, homocystinurie, Fabryho nemoc
Juvenilni idiopaticka artritida, systémova

Revmatickd onemocnéni onemocnéni pojiva, primarni vaskulitidy,

autoinflamatorni nemoci

Kardlologlvck,a Kardiomyopatie, plicni arterialni hypertenze
onemocnéni
Nefrologicka Alportiv syndrom, kongenitalni nefroticky
onemocnéni syndrom, tubulopatie
Onemocnéni Crouzoniiv syndrom, Pierre-Robinova sekvence,
v orofacialni oblasti dentinogenesis imperfecta

Zdroj: Kubackova K., 2014
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1.3 Provedeni novorozeneckého laboratorniho screeningu

v Ceské republice

Odbér krve z paty se provadi celoplosné vSem novorozencim, jejichz rodice,
resp. zakonni zastupci, vyslovi souhlas. Konkrétni formu informovaného souhlasu
(nepsanou ¢i psanou, s/bez podpisu) si stanovuje dany poskytovatel zdravotnich
sluzeb dle svych wvnitinich ptedpisi. Odbér se provadi standardizovanym
zpusobem mezi48.a 72. hodinou Zzivota novorozence (Metodicky navod
k zaji§téni novorozeneckého laboratorniho screeningu a nasledna péce, MZ CR,
2016), tedy nejcastéji v porodnici. Pti ¢asné dimisi z porodnice ¢i pti domacim
porodu je za odbér zodpovédny registrujici prakticky lékat pro déti a dorost.
Na samopropisovaci screeningové karticky se odebird kapilarni krev z nahraté
paty novorozence. Samotny odbér se provadi incizi (nikoli vpichem) sterilni
lancetou z lateralni strany paty novorozence. Tyto tzv. suché krevni kapky
sedo24h po odbéru azaschnuti odesilaji béZnou postou do centralnich
screeningovych laboratofi, které se nachdzi v Praze, Brné¢ a Olomouci. Doslé
vzorky se obykle vySetiuji v den dodani materidlu, resp. nejpozdéji nasledujici

pracovni den.

Spravna technika odbéru v preanalytické fazi je zakladnim piedpokladem
pro optimalni stanoveni koncetrace analyti v suché krevni kapce. Specialni
filtra¢ni papir, ze kterého je screeningova karticka vyhotovena, je charakterizovan
presné danymi parametry (napt. nasédkavosti). Z toho vyplyva fakt, ze opakované
nasaknuti karticky krvi nebo jeji suSeni horkem muize zasadné zkreslit vysledky

vysetfeni (Peskova K., Chrastina P. et al., 2018).

V ptipadé zjiSténi koncentrace analytu pod ,,cutoff‘ hodnotou je vysledek
povazovan zanegativni. ,,Cutoff* hodnota je obecné¢ piijata hranice
mezi negativitou a pozitivitou. Negativni vysledek z NLS se aktivné rodi¢im,
resp. zédkonnym zastupciim, z organizac¢nich divodi nesdéluje. Tento fakt je dan
principem celého novorozeneckého screeningového programu, ktery je odliSny
od ostatnich  b&znych laboratofi. V NLS je zodpovédnost postavena

na screeningové laboratofi nejen za analyzu, ale i za pfisluSny, pfesn¢ definovany,
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postup v ptipadé vysledki nad ,cutoff* hodnotou a zajisténi dalS$i péce
o zachycené pacienty. Na oSetfujicim Iékafi, resp. poskytovateli zdravotnich
sluzeb, v jehoz péci je dany novorozenec, je pouze odbér suché krevni kapky
a v indikovanych piipadech tzv. rescreening (viz dale) nebo opakovéani odbéru

na vyzvu screeningové laboratote.

Pti pozitivni nebo nejasné hodnoté analytu je novorozenec dale vySetfovan,
ato bud opakovanim odbéru suché krevni kapky na screeningovou karticku
na vyzvu screeningové laboratote (,,Recall*) nebo je pfimo predan ke konfirmacéni
diagnostice, 1é¢b¢ a dalsimu sledovani prislusnému klinickému pracovisti. Odbér
materidlu se mize opakovat téZ z ditvodu tzv. rescreeningu, tedy planovaného
a zavazného druhého odbéru kapilarni krve na screeningovou karticku, ktery
indikuje oSetfujici 1ékaf vySetfovaného novorozence na zdklad¢ klinické situace
daného pacienta. Indikacni kritéria rescreeningu upravuje Metodicky navod
ve Véstniku MZ CR 6/2016 (Metodicky navod k zajisténi novorozeneckého
laboratorniho screeningu a nasledna péée, MZ CR, 2016) a konkrétni piiklady

budou uvedeny dale v textu u jednotlivych screenovanych nemoci (kapitola 1.4).

Pojmem pozitivni screeningovy nalez se rozumi, ze jedinec ma pouze zvySené
riziko dané nemoci. Screening je nastroj vyhledavaci, nikoliv diagnosticky
konfirmacni. Proto v pfipadé pozitivniho ndlezu je nezbytné provést navazna
diagnostickd testovani, ktera onemocnéni potvrdi nebo vylouci. Screeningové
programy lze hodnotit pomoci senzitivity, specificity a pozitivni prediktivni
hodnoty (PPV). Senzitivitu screeningového testu definujeme jako pomér poctu
zachycenych nemocnych k celkovému poctu nemocnych, tj. s pfipoctenim testem
nezachycenych jedincl (tzv. faleSné negativnich nalezli, FN). Na druhé strané,
specificita predstavuje pomér poctu jedincti hodnocenych screeningovym testem
jako negativni k celkovému poctu zdravych jedinct, tj. s pfipotenim testem
zachycenych, tzv. faleSné¢ pozitivnich (FP) jedincli. Mezi obéma parametry plati
nepiima umeéra, tj. ¢im vySsi je senzitivita, tim niz8i je specificita a naopak.
Poslednim parametrem, zavislym na obou ptfedchozich a prevalenci nemoci
v populaci, je PPV. Ta vyjadfuje pomér poctu nemocnych zachycenych

screeningovym testem k celkovému poctu jedinc hodnocenych testem jako
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pozitivni, tj. s pfipo¢tenim FP ndlezl. PPV je jinymi slovy pravdépodobnost, Ze je
osoba nemocna pfi pozitivnim vysledku screeningového testu (Zvarova J., 2011).

Na obrazku 1 jsou znazornény vztahy jednotlivych vyse uvedenych pojmt.

Obr. 1 Vztahy jednotlivych pojmii, které charakterizuji novorozenecky
laboratorni screening

Celkem vy¥etfenych novorozencii

Fale¥ngé
pozitivoi

7 Skuteéné negativni -
r y ra 4
’ OFalelnE negativoi

Zdroj: vlastni

Hlavnimi riziky NLS jsou pravé FP a FN nalezy. FP nalezy piinasi
stigmatizaci zdravé cCasti populace a pfinasi vyS$$i ndkladovost celého
screeningového programu. DalSim problémem NLS je moznost detekce mirnych
forem screenovanych nemoci s rizikem zahdjeni 1écby u ditéte, které ji ve své
podstaté nepotiebuje (,,Overtreatment). Nabizi se otazka, jak k témto pacientim
s mirnou formou nemoci pfistupovat. VEtSinou totiz nemaji zadné klinické obtize,
jedné se jen o laboratorni nalez vyzadujici dalsi sledovani (,,Follow-up®), ktery
stigmatizuje svého nositele a predstavuje tak eticky problém. Konkrétni ptiklady

budou zminény u jednotlivych nemoci dale (kapitoly 1.4.2, 1.4.4, 4.4).
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1.4 Nemoci vyhlediavané v Ceské republice

V CR probiha NLS celoplo$né od roku 1975 a podet screenovanych nemoci
se v pribé¢hu let postupné zvysoval. Rozsiten byl n¢kolikrat, a to v letech 1985,
2006, 2009 a naposledy v roce 2016. V roce 2018 zahrnuje NLS v CR osmnéct
nemoci jak ze spektra dédicnych metabolickych poruch ¢ijinych geneticky
podminénych nemoci, tak i dvé endokrinni onemocnéni (Tab. 3). Oficidlnim
organem, ktery zajistuje provadéni NLS zpovéfeni MZ CR, je Koordinaéni
centrum pro novorozenecky screening se sidlem ve VSeobecné fakultni nemocnici
v Praze a které bylo zfizeno vroce 2010 (Metodicky navod k =zajiSténi
novorozeneckého laboratorniho screeningu a nasledna péce, MZ CR, 2016). Tato
instituce zajistuje informovanost odborné i laické vefejnosti, nastavuje pravidla
organizace screeningu, je partnerem pro MZ CR a zdravotni pojistovny
pro koordinaci néasledné péce o zachycené pacienty a financovani NLS, téZ cely

systém pribézné vyhodnocuje.

Tab. 3 Nemoci vyhledavané novorozeneckym laboratornim screeningem
v Ceské republice v roce 2018
Fenylketonurie/hyperfenylalaninémie
Kongenitalni hypotyreoza
Deficit 21-hydroxylazy
Cysticka fibroza
Deficit dehydrogenaz acyl-CoA se sttedné¢ dlouhym fetézcem
Deficit dehydrogenédz 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhym fetézcem
Deficit dehydrogenaz acyl-CoA s velmi dlouhym fetézcem
Deficit karnitinpalmitoyltransferazy |
Deficit karnitinpalmitoyltransferazy I1
Deficit karnitinacylkarnitintranslokézy
Glutarové acidurie, typ |
Leucindza
Izovalerova acidurie
Citrulinémie
Deficit biotinidazy
Homocystinurie pii deficitu cystationin beta-syntdzy
Homocystinurie pii deficitu metylentetrahydrofolat reduktizy
Argininémie
Zdroj: Metodicky névod k zajisténi novorozeneckého laboratorniho screeningu
a nasledna péce, Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky, 2016
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1.4.1 Dédi¢né poruchy metabolismu

NLS dédiénych poruch metabolismu byl v CR poprvé celoplo$né zahajen
pro fenylketonurii/hyperfenylalaninémii  (PKU/HPA), a to vroce 1975
(Blehova B., Pazoutova M. et al., 1976). V fijnu 2009 byl pak rozsiten o dalSich
devét dédicnych poruch metabolismu: poruchy beta oxidace, jmenovité deficit
dehydrogenaz acyl-CoA se stfedné dlouhym, 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhym
a acyl-CoA s velmi dlouhym fetézcem (MCADD, LCHADD a VLCADD), dale
o leucindzu neboli nemoc javorového sirupu (MSUD), glutarovou acidurii typu I
(GA 1), izovalerovou acidurii (IVA) a poruchy karnitinovych pifenasecii, tedy
o deficit karnitinpalmitoyltransferazy 1 a II (CPTD 1 a II) a deficit
karnitinacylkarnitintranslokédzy (CACTD). Od cervence 2016 doslo k poslednimu
rozsifeni o vyhledavani pacientti s argininémii (ARG), citrulinémii (CIT),
deficitem biotinidazy (BTD) a dvéma typy homocystinurie, tj. pfi deficitu
cystathionin beta-syntazy (CBSD HCU) a pfi deficitu metylentetrahydrofolat
reduktazy (MTHFRD HCU).

Vsechny uvedené metabolické poruchy jsou autozomalné recesivné dédicné.
Spole¢nou patofyziologickou podstatou je enzymaticky blok ¢i zmény ve slozeni
a mnozstvi strukturalnich ¢i transportnich proteini (Peskova K., Chrastina P.
et al., 2018). Klinické projevy jsou variabilni, mohou postihovat jakykoli systém.
Prvni pfiznaky se jiz obvykle objevuji v novorozeneckém véku nebo béhem
raného détstvi. VEasna diagndza je dilezitd jak pro rychlé zahdjeni 1éCby, tak
pro potiebu  genetického poradenstvi a prenatdlni diagnostiky v rodiné

(Kolatova H., Honzik T., 2018).

K detekci koncentrace aminokyselin a acylkarnitini vyuzivda NLS téméf
u vSech screenovanych poruch metabolismu metodu tandemové hmotnostni
spektrometrie (,,7andem Mass Spectrometry*, MS/MS). Pouze pacienti s BTD
jsou vyhledavani fluorimetrickou metodou. ,,Cutoff* hodnoty se 1i8i pro jednotlivé
analyty dle norem dané screeningové laboratofe v zavislosti na wuziti
derivatizujicich (Praha) ¢i nederivatizujicich (Olomouc) eseji (Tab. 4). Pozitivni

nalezy se konfirmuji na Grovni enzymu ¢i genu v n€kolika specializovanych
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laboratofich v CR nebo v zahrani¢i (Tab. 5). Podani parenteralni vyzivy
(aminokyselin, glukézy ¢i lipidl) novorozenci 48 hodin pted odbérem suché
krevni kapky je diivodem tzv. rescreeningu. Jedna se o opakovany odbér suché
krevni kapky na screeningovou karticku s odstupem cca jednoho az dvou tydnt
k vylouceni FN nalezu (Metodicky névod k zajisténi novorozeneckého

laboratorniho screeningu a nasledna péce, MZ CR, 2016).

Naslednou péci pro pacienty s prokdzanou dédi¢nou metabolickou poruchou
zajistuji specializovand pracovisté. LécCitelné jsou vSak jen nékteré nemoci,

vétsinou se uplatiiuje nutriéni terapie (Floriankova M., Blahova S. et al., 2018).

Typickym a nejdéle vyhledavanym zéstupcem dédi€nych metabolickych
poruch je PKU/HPA. Jedna se o autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni
s poruSenou tvorbou enzymu fenylalaninhydroxylazy v jatrech. Tento enzym se
ucastni premény aminokyseliny fenylalaninu (Phe) na tyrozin za pfitomnosti
kofaktoru tetrahydrobiopterinu (BH4). Porucha vznika zménou genetické
informace pro enzym fenylalaninhydroxylazu na dvanactém chromozomu
(Blau N., Van Spronsen FJ. et al., 2010). MnozZstvi kumulujiciho se Phe
v organizmu odpovidd tomu, jak zavazné je poskozeni funkce enzymu.
Prediktorem je genotyp pacienta. Doba, po kterou je organizmus vystaven vyssi
hladiné Phe a jeji kolisani, se projevi na mife poskozeni tkani, zvlasté centralniho
nervového systému (Van Spronsen FJ., Van Wegberg AM. et al., 2017). Casny
zachyt v NLS umozni zahdjit 1é¢bu, kterd spociva v piisné nizkobilkovinné dieté
s presné definovanym mnoZstvim obsahu Phe a kalorii. Cena zachyceni jednoho
pacienta s PKU/HPA vsytému NLS v CR se odhaduje na cca 100 000 Kg&.
Kauzalni terapie dosud neni znama. N¢ktetfi pacienti s definovanym genotypem
mohou profitovat z 1écby sapropterinem, coz je syntetickd forma kofaktoru BH4

(Keil S., Anjema K. et al., 2013).
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Tab. 4 ,, Cutoff* hodnoty pro jednotlivé dedicné metabolické poruchy, kde
vzhledem k odlisné metodice zavisle na screeningové laboratori hodnoty

v zavorkdch predstavuji ,, cutoff** hodnoty pro nederivatizujici eseje

{3
Nemoc Analyt ,,C.u,toff‘ .
v kapilarni krvi
. s Fenylalanin (Phe) Phe > 120 umol/l
Fenylketonurie/hyperfenylalaninémie Tyrosin (Tyr) a Phe/Tyr ratio > 2,00
Deficit dehydrogenaz acyl-CoA se Octanoylkarnitin (C8) 8 2%4;%(2{03 g;n ol
stiedné dlouhym fetézcem Acetylkarnitin (C2) i

(0,03) umol/l

Deficit dehydrogenaz 3-hydroxyacyl-
CoA s dlouhym fetézcem

Hydroxypalmitoylkarnitin (C160H)
Hydroxyoleoylkarnitin (C18:10H)

C160H > 0,10 umol/l nebo
C18:10H > 0,10
(0,07) pmol/1

Deficit dehydrogenaz acyl-CoA
s velmi dlouhym fetézcem

Tetradecenoylkarnitin (C14:1)
Acetylkarnitin (C2)
Palmitoylkarnitin (C16)

C14:1 > 0,55 (0,40) umol/1
a Cl14:1/C2>0,03
a C14:1/C16 > 0,26 (0,15)

Deficit karnitinpalmitoyltransferazy I

Volny karnitin (C0)
Palmitoylkarnitin (C16)
Oleoylkarnitin (C18:1)

Acetylkarnitin (C2)

C0 > 60.3 (57,0) pmol/l
a CO/(C16+C18) > 25,0
(29,0) a (C16+C18:1)/C2
<0,10

Deficit karnitinpalmitoyltransferazy 11
Deficit
karnitinacylkarnitintranslokazy

Palmitoylkarnitin (C16)
Oleoylkarnitin (C18:1)
Acetylkarnitin (C2)

C16 > 5,06 (7,00) pmol/l
a (C16+C18:1)/C2 > 0,35
(0,48)

Glutarova acidurie, typ I

Glutarylkarnitin (G5DC)
Octanoylkarnitin (C8)
Palmitoylkarnitin (C16)

C5DC > 0,40 (0,60) pmol/l
a C5DC/C8 > 5,40
(C5DC/C16 > 0,40)

., . pmol/l (Leu > 260 pumol/l)
Leucinéza Ajanin ((\’,";f‘)) a Lew/Ala > 1,40 (1,25) nebo
Tyrosin (Tyr) Leu + Val/Phe + Tyr > 3,79
Fenylalanin (Phe)

Leucin (Leu)
Isoleucin (Isoleu)
Hydroxyprolin (Hyp)

Leu + Isoleu + Hyp > 270

Isovalerylmethybutyrylkarnitin (CS5)

, " C5>1,00 (0,60) pmol/l
Izovalerova acidurie Vol.ny karmtl_n_ (C0) a C5/C0>0,03 aC5/C3
Propionylkarnitin (C3) > 0,39 (C5/C8 > 20,0)
Octanoylkarnitin (C8) ’ ’
Citrullin (Cit) Cit> 70,0 (56,0) umol/1
Citrulinémie Ornithin (Orn) a Orn/Cit <2,09 (2,51)
Fenylalanin (Phe) a Cit/Phe > 0,95 (0,81)

Deficit biotinidazy

Sérova aktivita biotinidazy

Sérova aktivita biotinidazy
< 30,0 % nez median stiedni
populace

Homocystinurie pii deficitu
cystationin beta-syntazy

Metionin (Met)
Fenylalanin (Phe)
Homocystein (Hcys)

Met > 33,0 (36,4) pmol/l
a Met/Phe > 0,58 (0,41)
a Heys > 12,0 (15,0) pmol/1

Homocystinurie pti deficitu
metylentetrahydrofolat reduktazy

Metionin (Met)
Fenylalanin (Phe)
Homocystein (Hcys)

Met < 7,00 umol/l nebo
Met/Phe < 0,15 (0,10)
a Heys > 12,00 (15,0) pmol/l

Arginin (Arg) Arg > 60,0 (63,0) umol/1
Argininémie Ornitin (Orn) a Arg/Orn > 0,75 (0,40)
Fenylalanin (Phe) a Arg/Phe > 1,02 (0,98)

Zdroj: Laboratofe novorozeneckého screeningu v Praze a Olomouci
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Tab. 5 Konfirmacni kritéria screenovanych poruch metabolismu

Nemoc Defini¢ni Kkritéria (venozni krev)
Fenylketonurie/ .
Hyperfenylalaninémic Fenylalanin > 120 pmol/l

Deficit dehydrogenaz acyl-
CoA se stiedné dlouhym
fetézcem

Octanoylkarnitin a acetylkarnitin nad referen¢ni mez

a prokazany deficit dehydrogenaz acyl-CoA se stfedn¢ dlouhym
fetézcem nebo dvé patogenni mutace v ACADM genu
nebo snizena oxidace mastnych kyselin v lymfocytech

Deficit dehydrogenaz
3-hydroxyacyl-CoA
s dlouhym fetézcem

Hydroxypalmitoylkarnitin a hydroxyoleoylkarnitin nad referencni mez
a deficit dehydrogenaz 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhym fetézcem
nebo dvé patogenni mutace v genu HADHA
nebo snizena oxidace mastnych kyselin v lymfocytech

Deficit dehydrogenaz
acyl-CoA s velmi dlouhym
fetézcem

Tetradecenoylkarnitin, acetylkarnitin a palmitoylkarnitin nad referen¢ni
mez a prokazany deficit dehydrogendz acyl-CoA s velmi dlouhym
fetézcem nebo dve patogenni mutace v genu ACADVL
nebo snizena oxidace mastnych kyselin v lymfocytech

Deficit karnitinpalmitoyl-
transferazy 1

Volny karnitin, palmitoylkarnitin, oleoylkarnitin a acetylkarnitin nad
referencni mez a prokazany deficit karnitinpalmitoyltransferazy I
nebo dvé patogenni mutace v genu CPT I4
nebo snizena oxidace mastnych kyselin v lymfocytech

Deficit karnitinpalmitoyl-
transferazy Il

Palmitoylkarnitin, oleoylkarnitin a acetylkarnitin nad referencni mez
a prokazany deficit karnitinpalmitoyltransferazy 11
nebo dv¢ patogenni mutace v CPT2 genu

Deficit karnitinacylkarnitin-
translokazy

Palmitoylkarnitin, oleoylkarnitin a acetylkarnitin nad referencni mez
a prokazany deficit karnitinacylkarnitin-translokazy
nebo dvé patogenni mutace v SLC25420 genu

Glutarova acidurie,

Glutarylkarnitin, octanoylkarnitin a palmitoylkarnitin nad referen¢ni
mez a deficit glutaryl CoA dehydrogenazy

typ 1 . p
P nebo dvé patogenni mutace v GCD genu
Leucin, isoleucin, hydroxyprolin, alanin, valin, tyrosin
. a fenylalanin nad referenéni mez
Leucinoza

a deficit branchedchain ketoacid dehydrogenazy nebo
dvé patogenni mutace v genech BCKDHA nebo BCKDHB nebo DBT

Izovalerova acidurie

Isovaleryl/methybutyrylkarnitin, volny karnitin,
propionylkarnitin a octanoylkarnitin nad referen¢ni mez
a deficit isovaleryl CoA dehydrogenazy
nebo dv¢ patogenni mutace v /VD genu

Citrulinémie

Deficit argininsukcinat syntazy nebo dvé patogenni mutace
v ASS1 genu

Deficit biotinidazy

Deficit biotinidazy nebo dvé patogenni mutace v BTD genu

Homocystinurie pfi deficitu
cystationin beta-syntazy

Deficit cystationin beta-syntazy
nebo dvé patogenni mutace v CBS genu

Homocystinurie pfi deficitu
metylentetrahydrofolat
reduktazy

Deficit metylentetrahydrofolat reduktazy nebo dvé patogenni
mutace v MTHFR genu

Argininémie

Deficit arginazy nebo dvé patogenni mutace v ARG genu

Zdroj: Laboratofe novorozeneckého screeningu v Praze a Olomouci
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1.4.2 Kongenitalni hypotyredza

Kongenitalni hypotyreoza (,,Congenital Hypothyroidism*, CH) je nejcastéjsi
vrozené endokrinni onemocnéni, jehoz projevy vznikaji v disledku nedostatku
tyreoidalnich hormont jak v prenatdlnim, tak i v postnatdlnim obdobi. Zahrnuje
permanentni 1 tranzientni vrozenou poruchu tvorby hormonti Stitné zlazy,
nejcastéji na podkladé dysgeneze (az v 85 %), vzacngi na podklade
dyshormonogeneze. U CH je Castéji popisovan vyskyt vrozenych srde¢nich vad

a Downova syndromu (Lebl J., Taji E. et al., 2016).

NLS pro CH byl v CR zahajen v roce 1985 (Hnikova O., Kraémar P. et al.,
1989). Cilem bylo zabranéni ireverzibilnimu poskozeni mozku, nebot’ tyreoidalni
hormony jsou krucialni pro vyvoj centralni nervové soustavy, zejména v prvnich
osmi mésicich zivota (tzv. kritické obdobi). Pti nelécené CH se opozd'uje i rist
a vyvoj, naopak pfi Casném zahdjeni substitucni 1écby se jedinec vyviji normalné
a jeho celozivotni progndza je velmi piiznivd. Cena detekce jednoho pacienta

s CH systémem NLS je cca 280 000 K¢.

Analytickym markerem je v soucasné dobé¢ tyreostimulacni hormon (TSH).
,»Cutoff* hodnota TSH > 15,0 mIU/l je povazovéna za pozitivni a vyzaduje
konfirmaci. Nezralost (resp. porodni hmotnost < 1 500 g), podani dopaminu,
kortikoid{, jodové kontrastni latky ¢i 1€ka s vysokym obsahem jodu novorozenci
48 hodin pied odbérem suché krevni kapky je divodem tzv. rescreeningu
k vylouceni FN nalezu (Metodicky ndvod k zajisténi novorozeneckého
laboratorniho screeningu a nasledna pée, MZ CR, 2016). Stejna situace nastava,
pokud i matka v poslednim trimestru gravidity uZivala tyreostatika ¢i léky
s vysokym obsahem jodu, event. ji byla podana jodova kontrastni latka. NLS CH
detekuje téz mirné, vétSinou tranzientni formy, které tvoii az 28 % ze vSech
detekovanych pacienti (Korzeniewski S., Grigorescu V. et al., 2013). Z tohoto
divodu se doporucuje reevaluace tyroidedlnich hormoni po tfetim roce zivota,

pravé k vylouceni téchto pfechodnych forem (Léger J., Olivieri A. et al., 2014).

Definitivni diagnéozu CH ur¢i koncentrace TSH > 8 mlU/l nebo hodnota
volného tyroxinu (fT4) < 12 pmol/l ze zilntho odbéru krve. Ultrasonografické
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vySetfeni upfesni velikost a strukturu §titné zlazy. Lécba je substitucni, podava

se levothyroxin v denni davce 10-15 pg/kg (Lebl J., Taji E. et al., 2016).

1.4.3 Deficit 21-hydroxylazy

Deficit 21-hydroxylazy je vcca 95 % nejCastéji se vyskytujici forma
kongenitalni adrendlni hyperplazie (,,Congenital Adrenal Hyperplasia“, CAH).
CAH pfredstavuje skupinu nemoci s vrozenou poruchou syntézy steroidnich
hormontl s autozomalné recesivnim pienosem. Deficit 21-hydroxylazy je
zpiisoben mutaci v genu CYP21A42. Enzym 21-hydroxylaza se uc€astni biosyntézy
kortizolu  aaldosteronu,  konvertuje  17-hydroxyprogesteron  (170HP)
na 11-deoxykortizol a progesteron na 11-deoxykortikosteron. Klinické projevy
a zavaznost deficitu 21-hydroxylazy zavisi na zbytkové aktivit€¢ chybégjiciho
enzymu (Tab. 6, Kliegman R., 2011) a tim nejvice na typu mutace

v CYP21A2 genu (Speiser P., Azziz R. et al., 2010).

Tab. 6 Vztah fenotypu a aktivity 21-hydroxylazy

Forma Fenot Aktivita Deficit Deficit Nadbytek
yp 21-hydroxylazy kortizolu aldosteronu androgeni
Solnd 0-1 % ++ ++ ++
porucha
Klasicka | Frochodnd 1-5 % ++ +- ++
forma
Prostd 5-10 % + +- ++
virilizujici
Neklasicka | Pozdné 10-50 % +- - +
nastupujici

Zdroj: Kliegman R., 2011

Pravidelny celoplosny NLS deficitu 21-hydroxylazy byl vCR zahajen
7.Gnora 2006 v Praze a 1. listopadu 2006 v Brné. Jeho cilemje v€asnym
zachytem avcCasnou léCbou zabranit rozvoji Zivot ohrozujici solné krize
malym vzrastem u leh¢ich forem. Cena stanoveni jednoho pacienta s touto nemoci
je cca 1,4 milionu K& NLS detekuje deficit 21-hydroxylazy pomoci zvySenych
hladin 170HPv suché krevni kapce odebrané novorozencim mezi
48. a7z 72. hodinou Zivota. ,,Cutoff* hodnoty jsou stanoveny dle porodni

hmotnosti.
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Lécba spociva v substituénim podéavani kortikoidd, event. mineralkortikoidl
a solnych kapsli. Podrobnéji o klinickych projevech, diagnostickém postupu

a lécbe deficitu 21-hydroxylazy pojednéava kapitola 4.4.
1.4.4 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (,,Cystic Fibrosis®, CF) je nejCastéjsi autozomalné recesivni
onemocnéni v evropské populaci, projevujici se zejména chronickym
progresivnim plicnim postizenim a pankreatickou insuficienci. Patofyziologickym
podkladem je defekt ve funkci CFTR (,,Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator”) proteinu, ktery reguluje viskozitu hlenu (tzv. chloridovy

kanal). Nejc¢astéjsi patogenni mutaci genu CFTR je F508del (Lebl J., 2012).

NLS CF byl v CR zahajen v roce 2009 (Sommerburg O., Kruli$ova V. et al.,
2014) a ptedstavuje vyznamny nastroj pro ¢asnou diagnostiku a 1é€bu pacientli
s CF (Barben J., Castellani C. et al., 2017). Cena zachyceni jednoho pacienta se
odhaduje na cca 900 000 K¢&. NLS CF spociva ve dvou krocich. Prvni je zalozen
na imunoanalytickém stanoveni imunoreaktivniho trypsinogenu (IRT) v suché
krevni kapce odebrané mezi 48. a 72. hodinou Zivota novorozence. Nasledné
ze vzorkll s nejvyssim IRT (>99. percentil, tj. ,,cutoff 65 ug/l) je provedena
DNA (deoxyribonukleova kyselina) analyza CFTR genu, kterd v soucasné dobé
pokryva 50 patogennich mutaci (cca 91 9% vSech patogennich mutaci
vyskytujicich se v CR). Jedinci snejvys§im IRT (> 200 ng/ml) a zaroveii
bez priikkazu patogennich mutaci CFTR genu jsou podstoupeni kontrolnimu IRT
odbéru, tzv. IRT Recall (Castellani C., Duff A. et al., 2018). Vysledky DNA

analyzy se rodi¢iim, resp. zakonnym zastupctim, screenovanych déti nesdéluyi.

Novorozenci s nalezem alespon jedné patogenni mutace ¢i vysokym IRT jsou
vysetieni potnim testem, ktery je zalozen na pilokarpinové metodé (Kharrazi M.,
Milla C. et al.,, 2016). Za normu je povazovana koncentrace chloridii v potu
do 30 mmol/l. Diagnéza CF je stanovena na zdéklad¢ vysledku potniho testu:
hodnoty 60 mmol/l a vice nebo 30-59 mmol/l asoucasny prikaz dvou

patogennich CFTR mutaci. Na obrazku 2 je zndzornén diagnosticky protokol NLS
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CF v CR, ,.cutoff* hodnoty, indikace k DNA analyze a provedeni potniho testu
(Castellani C., Duff A. et al., 2018).

NLS CF téz detekuje mirné Ci nejasné formy onemocnéni, které se oznacuji
jako tzv. ,,CF Screen Positive, Inconclusive Diagnosis® (CFSPID). Jedna se
o novorozence s vysledkem potniho testu v ,Sedé zoéné“, tj. 30-59 mmol/l
s zadnou nebo jednou patogenni mutaci CFTR genu nebo s negativnim vysledkem
potniho testu, tj. < 30 mmol/l a dvéma prokazanymi mutacemi CFTR genu
s nejasnym klinickym vyznamem (napt. R117H, D1152H). Tito zachyceni jedinci
léceni nejsou, vyzaduji jen sledovéani, jen neckteii znich jsou v prubéhu

reklasifikovani na CF.

Obr. 2 Schéma diagnostického protokolu novorozeneckého screeningu cystické
fibrozy v Ceské republice

[ PRVNI KROK Imuncreaktivni frypsinogen (IRT) stanoveny ze suché krevni kapky odebrané v éase 48-72 hodin Zivota novorozence ]

v :

[ IRT = 65 ug/l ] IRT < 65 ug/l

!

[ DRUHY KROK DNA analjza CETR genu ]

I . '

[ = - - 1
Z&dna mutace [ 1 nebo 2 mutace ][ Zadna mutace

Negativni vysledek
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a IRT = 200 ng/ml

’ .
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|
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‘

[ IRT < 50 ug/l do 42_ dne Zivota
Lnebo IRT < 30 ug/l po 42_ dni Zivota

»
L

v

-
POTNI TEST

.

Zdroj: upraveno dle Castellani C., Duff A. et al., 2018

Standardni 1écba CF by méla probihat ve specializovaném centru a sestdva
ze trech pilifa: Iékaiské péce veetné farmakoterapie, rehabilitace a nutricni
terapie. Specifickd lécba existuje jen u nékolika patogenetickych tfid CF a spociva
v podavani tzv. CFTR modulatord, které ovliviiuji funkci proteinu CFTR

(Ivacaftor, Lumacaftor, Bulloch M., Hanna C. et al., 2017).
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizertatni prace je vyhodnotit jak klinickou, tak piedevSim
celopopulacni efektivitu celostatniho celoplosného NLS a optimalizovat balanci

mezi jeho detekcni schopnosti a zatézi zdravé Casti populace.
Jednotlivé dil¢i cile jsou nasledujici:

1. vyhodnotit efektivitu detekce a prevalenci jednotlivych screenovanych

nemoci,

2. stanovit prevalenci screenovanych nemoci u novorozenct s nizkou porodni

hmotnosti (NPH),
3. vyhodnotit FP v NLS deficitu 21-hydroxylazy,

4. vypracovat diagnosticky postup u novorozenct zachycenych v NLS deficitu

21-hydroxylazy v CR.

Ad 1. Zahrani¢ni syst¢tmy NLS jsou efektivni a vykazuji vysokou detekéni
schopnost (Loeber G., Burgard P. et al., 2012). Proces vyhodnoceni efektivity je
velmi dulezity ke zlepSeni celého procesu. Cilem je vyhodnotit prevalenci
screenovanych nemoci v CR v letech 2010-2017, jejich FP, PPV a tim i efektivitu
celého screeningového programu. Vzhledem k tomu, ze vSechny vyhledavané
nemoci zafazené do NLS v CR patii mezi RD, vystupem je téZz vyhodnoceni

prevalence nékterych RD v CR (kapitola 4.1).

Ad 2. Bchem poslednich desetileti nartstda procentudlni zastoupeni
novorozencti s NPH, definovanou hmotnosti pod 2 500 g (UZIS CR, 2017).
Nabizi se otazka, zda je NPH spojena s vy$Sim rizikem vyskytu screenovanych
nemoci. Nekteré studie jiz potvrdily asociaci mezi NPH a CH (Dalili S., Rezvany
S. et al.,, 2012) a CF (Festini F., Taccetti G. et al., 2005). Cilem je ovéfit,
zda je ve skupin€ novorozenci s NPH signifikantné vyssi prevalence vSech nebo
jen nékterych nemoci vyhledavanych pomoci systému NLS v CR v letech

2002-2016 (kapitola 4.2).
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Ad 3. NLS deficitu 21-hydroxylazy spociva ve stanoveni koncentrace 170HP
v suché krevni kapce odebrané novorozencim. 170HP je stanoven
imunofluorescencni metodou, kterd je zatizena relativné vysokou FP (Minutti C.,
Lacey J. et al.,, 2004). V soucasnosti se uzivaji ,,cutoff* hodnoty pro 170HP
vztazené k porodni hmotnosti novorozence. Cilem je ovéfit, zda hodnoceni
170HP dle gestatniho veéku (Torresani T., Gruters A. et al, 1994) snizi
FP (kapitola 4.3).

Ad 4. NLS deficitu 21-hydroxylazy vykazuje v CR i v jinych zahrani¢nich
programech vysokou efektivitu (Steigert M., Schoenle E. et al.,, 2002).
Interpretace 170HP je vSak komplikovand, je zavisla na postnatdlnim véku
pfi odbéru, gestacnim véku, porodni hmotnosti novorozence a jeho aktudlni
klinické situaci (Anandi S. et Shaila B., 2017). Cilem je vypracovat diagnosticky
postup u pacienta  zachyceného v NLS  deficitu = 21-hydroxylazy
v CR (kapitola 4.4).
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3. METODIKA

Dizertacni prace je zalozena na monotematicky zaméfeném souboru cCtyt
védeckych publikaci. K zpracovani a analyze byla vyuzita data z centralnich

screeningovych  laboratoii v Praze, Bm¢é¢ a  Olomouci (Tab. 7,

www.novorozeneckyscreening.cz). Do souboru byli zahrnuti novorozenci
vySetieni v letech 2002-2017. Screeningové karticky se suchymi krevnimi
kapkami

(MS/MS) a fluorimetrickou.

byly analyzovany metodou imunoanalytickou, spektrometrickou

Tab. 7 Prehled centrdlnich screeningovych laboratori v Ceské republice

Tandemova hmotnostni

Imunoanalytické . Molekularné geneticka
spektrometrie, . .
metody . . diagnostika CFTR genu
fluorimetrie
Klinika détského

Klinika déti a dorostu,
Fakultni nemocnice
Kralovské Vinohrady

a dorostového Iékaistvi,
Vseobecna fakultni
nemocnice

Ustav biologie a lékatské
genetiky, Fakultni
nemocnice v Motole

Oddélenti klinické
biochemie, Fakultni
nemocnice Brno

Oddélenti klinické
biochemie, Fakultni
nemocnice Olomouc

Oddéleni Iékarské genetiky,
Fakultni nemocnice Brno

Zdroj: www.novorozeneckyscreening.cz

Imunoanalyza s pfistroji Delfia® a AutoDelfia® (firmy Perkin-Elmer,
Waltham, Spojené staty americké) byla vyuzita k detekci TSH v NLS CH
(Buyukgebiz A., 2006) a 170HP v NLS deficitu 21-hydroxylazy (Votava F.,
Novotnd D. et al, 2012). Princip spo€ival v imunoenzymatické reakci
mezi antigenem a protilatkou. VySe zminénd metoda byla vyuZzita i pfi detekcei
IRT vNLS CF (Sommeburg O., KruliSova V. et al, 2014). Ve skupiné¢
novorozencl s nejvys$im IRT nésledoval druhy analyticky krok, tj. DNA analyza
CFTR genu (eseje Elucigene CFEU1TM, Elucigene CF-EU2TM firmy Elucigene
Diagnostics, Citylabs, Manchester, Spojené¢ Kralovstvi). Jednotlivé ,cutoff™
hodnoty a konfirmacni kritéria uvadi ptislusné kapitoly (1.4.2, 1.4.3, 1.4.4).

Pro detekci aminokyselin a acylkarnitini u dédi¢nych metabolickych poruch
(PKU/HPA, MCADD, LCHADD, VLCADD, MSUD, GA I, IVA, CPTD I, CPTD
IT a CACTD a od roku 2016 t¢z ARG, CIT, CBSD HCU a MTHFRD HCU) bylo
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vyuzito MS/MS (Pourfarzam M. et Zadhoush F., 2013) s kity MassChrom®,
derivatizujicimi a nederivatizujicimi esejemi firmy Chromsystems (Grafelfing,
Némecko) a MS/MS nastroji API2000TM, API3200TM, API 4000TM firmy AB
Sciex (Praha, CR). Pfi této metodé dochazelo k detekci nabitych &astic (iontd),
které vznikaly pfi ionizaci, a néasledné k analyze jejich hmotnostniho spektra.
Diky tomu bylo mozno méfit koncentrace jednotlivych detekovanych latek.
Pacienti s BTD byli detekovani fluorimetrickou metodou, ktera byla zaloZena
na principu fotoluminiscence. ,,Cutoff* hodnoty (Tab. 4) a jednotlivd konfirmacni
kritéria (Tab.5) uscreenovanych poruch metabolismu jsou uvedeny

v kapitole 1.4.1.

Metodika MS/MS kromé cilovych metabolickych poruch zachytila dalSich
priblizné dvacet nemoci, které vsak nespliiuji Wilsonova a Jungnerova kritéria
zatazeni do celoplosného screeningového programu (Tab. 1), napf. deficit
vitaminu B12, hydroxyprolinémie ¢i argininjantarova acidurie (PeSkova K.,

Chrastina P. et al., 2018).

Konkrétni statistické metody jsou uvedeny v jednotlivych kapitoldch u danych

publikaci (kapitoly 4.1.1, 4.2.1,4.3.1, 4.4.1).
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4. PUBLIKACE

Kapitola shrnuje Ctyii zasadni publikace autora tykajici se tématu dizertacni
prace. Ke kazdé publikaci je uveden rozbor fazeny v podkapitolach Uvod
k publikaci, Vysledky a diskuze, Zavér. Pivodni znéni originalnich ¢lanki jsou

zatazena v pfiloze této dizertacni prace.

Prvni publikace ,,Epidemiology of Rare Diseases Detected by Newborn
Screening in the Czech Republic** uvadi poznatky z epidemologického hodnoceni

vysledk NLS v CR z let 20102017 (kapitola 4.1).

Druha publikace ,,Neonatal Screening inthe Czech Republic: Increased
Prevalence of Selected Diseases in Low Birthweight Neonates® ptinasi poznatky
ohledn¢  vyskytu screenovanych nemoci ve skupin¢ novorozenct

s NPH (kapitola 4.2).

Tteti publikace s nazvem ,,FaleSna pozitivita v novorozeneckém screeningu

deficitu 21-hydroxylazy* hodnoti FP a hleda cesty k jejimu sniZeni (kapitola 4.3).

Posledni, c¢tvrtd publikace, s nazvem ,Postup u pacienta s podezienim
na deficit 21-hydroxylazy zachyceného v novorozeneckém screeningu v CR*
se vénuje shrnuti nejnovéjSich informaci v diagnostickém procesu novorozencii

zachycenych v NLS deficitu 21-hydroxylazy (kapitola 4.4).
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4.1 Epidemiology of Rare Diseases Detected by Newborn
Screening in the Czech Republic

Citace: DAVID, Jan, Petr CHRASTINA, Karolina PESKOVA, Viktor
KOZICH, David FRIEDECKY, Toma$ ADAM, Eva HLIDKOVA, Hana
VINOHRADSKA, Dana NOVOTNA, Monika HEDELOVA, Eva AL TAIJI,
Andrea HOLUBOVA, Veronika SKALICKA, Milan MACEK, Renata
GAILLYOVA a Felix VOTAVA. Epidemiology of Rare Diseases Detected
by Newborn Screening in the Czech Republic. Central European Journal

of Public Health. IF 0,8 (v tisku).
4.1.1 Uvod k publikaci

Cilem této publikace bylo vyhodnotit epidemiologickd data o RD
detekovanych NLS v CR. Sledované obdobi (2010—2017) zahrnovalo 888 891
novorozencl,, coz odpovidalo 100 % vSech narozenych dé&ti v daném
obdobi (CSU, 2018). Tato data umoznila porovnat celkovou (kumulativni)
prevalenci zachycenych pacientli, vyhodnotit FP aPPV, jak souhrné,

tak u jednotlivych screenovanych nemoci.

Suché krevni kapky byly v centralnich screeningovych laboratotich (v Praze,
Brn€ a Olomouci) analyzovany za vyuziti metod imunofluorescence, MS/MS
a fluorimetrie. V ptipadé zjiSténi koncentrace analytu pod ,,cutoff* hodnotou byl
vysledek povazovan za negativni a novorozenec nebyl dale vySetfovan.
Pti pozitivni hodnoté€ analytu byl jedinec pfedan ke konfirmacni diagnostice, 1é¢bé
a dal§imu sledovani pfisluSnému klinickému pracovisti. Pfi nejasném vysledku
vitzv. ,Sedé zon¢“, kdy hodnota analytu byla mezi ,.cutoff* hodnotou
a jednoznacnou pozitivitou, se odbér suché krevni kapky opakoval. Pocet
pozitivnich néalezl a opakovanych odbért s kone¢nym negativnim vysledkem byl
vyjadien jako tzv. frekvence faleSné pozitivity (,,False Positivity Rate, FPR),
tedy podil poctu faleSné€ pozitivnich a poc¢tu celkem negativnich jedincti. Naopak
PPV vyjadfovala pomér poctu nemocnych zachycenych screeningovym testem

k celkovému poctu jedincti hodnocenych testem jako pozitivni.
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4.1.2 Vysledky a diskuze

Data prokazala vyssi prevalenci BTD v Ceské populaci, na druhé strané nizsi
vyskyt pro MSUD, IVA, CBSD HCU, MCADD a VLCADD (Tab. 8). Toto
srovnani a obecné zhodnoceni je vSak obtizné vzhledem k moznému statistickému
efektu ,,malych ¢isel“ (vyjma MCADD). Za celou dobu fungovani NLS nebyl
detekovan zadny pacient s CPTD I, CPTD II/CACTD, ARG, CIT a MTHFR
HCU (Tab. 8).

Piekvapivym néalezem byla niz§i prevalence CF (1:6 536) nez uvadély dosud
publikované studie zalozené na klinickém pozorovani jesté pred zahdjenim
celoplosného NLS v CR (1:2 700, Varova V., Zemkova D. et al., 20006).
Tento fakt lze vysvétlit zlepSujici se prenatdlni diagnostikou a informovanosti

vSeobecné vetejnosti o CF a planovaném rodi¢ovstvi.

Zlepsujici se schopnost celého systému NLS v CR detekovat pacienty
s vrozenym RD prokazala kumulativni prevalence zachyt, ktera z ptivodnich
1:2 701 (obdobi 2002-2005) vzrostla na 1:1 043 ve sledovaném obdobi
2010-2017 (Tab. 8).

Celkovy podet screenovanych nemoci zafazenych do NLS v CR byl
ve srovnani s ostatnimi evropskymi zemémi nadprimérny (Loeber J., Burgard P.
et al., 2012). Na druh¢ stran¢, vysoka detekcni schopnost tohoto systému piinesla
vys8i pocet opakovanych vySetfenich suchych krevnich kapek s celkovou
FPR 0,64 %. FP ptedstavuje zatéz pro zdravou Cast populace a stigmatizuje
vySetiované déti ajejich rodiny (Frankovd V., Votava F. et al., 2014).
V porovnani s ostatnimi screenovanymi nemocemi vykazoval NLS deficitu
21-hydroxylazy nejvyssi FPR 0,42 %. Cestou k zlepSeni tohoto parametru
by mohlo byt za€lenéni druhého analytického kroku (Dhillon K., Ho T. et al.,
2011) ¢ zmeéna  hodnoceni  “cutoff”  pro screeningové  hodnoty

170HP (viz kapitola 4.3). Druhou nejvyssi FPR ptfedstavovala CF (0,11 %).
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Tab. 8 Vysledky novorozeneckého screeningu v Ceské republice v letech
2010-2017: screeningova prevalence, pocet falesné pozitivnich (FP), frekvence
falesne pozitivity (FPR) a pozitivni prediktivni hodnota (PPV)

Pocet Screeningova Poet FPR
Nemoc konfirmovanych FP PPV
.o prevalence (%)
pacientii (n) (n)
Fenylketonurie/ )
S 161 1:5 521 238 | 0,0268 | 0,40
hyperfenylalaninémie
Kongenitalni hypotyre6za 309 1:2 877 197 0,0222 | 0,61
Deficit 21-hydroxylazy 71 1:12 520 3696 [ 0,4158 | 0,02
Cysticka fibroza 136 1:6 536 967 | 0,1088 | 0,12
Deficit dehydrogenaz acyl-
CoA se stiedné dlouhym 40 1:22 222 17 0,0019 | 0,70
fetézcem
Deficit dehydrogenaz 3-
hydroxyacyl-CoA s dlouhym 11 1:80 808 4 0,0004 | 0,73
fetézcem
Deficit dehydrogenaz acyl-
CoA s velmi dlouhym 4 1:222 223 62 0,0070 | 0,06
fetézcem
Deficit kamltll}palmltoyl- 0 i 29 0.0033 i
transferazy [
Deficit karnitinpalmitoyl-
trans.ft?razy I/ dgﬂcﬁ 0 i ) 0.0002 i
karnitinacylkarnitin-
translokazy
Leucindza 3 1:296 297 90 0,0101 | 0,03
Glutarova acidurie, | 5 1:177 778 29 0,0033 0,15
Izovalerova aciduria 5 1:177 778 75 0,0084 0,06
Argininémie 0 - 1 0,0006 -
Citrulinémie 0 - 10 0,0055 -
Deficit biotinidazy 21 1:8 638 34 0,0187 | 0,38
Homocystinurie pfi deficitu 1 1:181 396 10 | 0,0055 | 0,09
cystathionin beta-syntazy
Homocystinurie pfi deficitu
metylentetrahydrofolat 0 - 3 0,0017 -
reduktazy
Celkem 767 1:1 043 5464 | 0,6387 [ 0,12

Zdroj: vlastni

Za zminku stoji téZ FN ndlezy, které byly nejvice zastoupené u CF (Tab. 9).
Jedna se o pacienty, ktefi unikli NLS CF. Za hlavni pfi¢inu lze pokladat nizsi
hodnoty screeningového IRT u novorozenct s mekoniovym ileem (40 % ze vSech
znamych FN nélezt u CF) a vzacné patogenni mutace CFTR genu. “Biologicka”
prevalence CF po zapocteni patnacti FN nélezli ve sledovaném obdobi Ccinila
1:5887. FN v NLS akcentuje fakt, Ze negativni screeningovy nalez nevylucuje
danou nemoc v diferencidlné-diagnostickém rozhodovéani. Ke snizeni poctu

FN nélezii a zvySeni senzitivity NLS CF mulzZe vést detailnéjsi DNA analyza
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CFTR genu a/nebo zatazeni dal§iho analytického kroku. Tim mize byt vySetfeni
tzv. proteinu asociovaného s pankreatitidou (“Pancreatitis-associated Protein”,

PAP) v originalni suché krevni kapce (KruliSova V., Balas¢akova M. et al., 2012).

Tab. 9 Prehled znamych falesné negativnich nalezii v novorozeneckém
laboratornim screeningu cystickeé fibrozy v obdobi 2010-2017

(Iul;;ll“) Hlavni prlznzlll;; {g{fg:; vedl k uréeni (m\;:ilze) Mutace genu CFTR
62,2 Mekoniovy ileus 1 F508del/F508del
107 Neprospivani 1 425,9(16%5/(2552)(
(vzacnéd mutace)
61,0 | Neprospivani, respiracni infekce, anémie 5 F508del/F508del
79,7 Neprospivani, mineralova dysbalance 29 3 1,4 24e19/P5L
(vzacnd mutace)
54,2 M?}‘)’gﬁ;&fﬁjﬁ;S‘i‘;g:ﬁfsglﬂz 1 F508del/CFTRdel2.3v
54,1 Mekoniovy ileus 1 F508del/F508del
31,2 Pozitivni rodinna anamnéza 29 F508del/2789+2insA
55,6 Neprospivani, hepatopatie 10 F508del/G542X
58,3 Respiracni infekce 28 N1303K/3849+10kbC>T
46,7 Mekoniovy ileus 1 CFTRdel2.3/CFTRdel2.3
30,8 Mekoniovy ileus, pneumonie 2 F508del/F508del
45,2 Rektalni prolaps 28 F508del/F508del
36,0 Mekoniovy ileus 1 F508del/G542X
s03 | Mekoniowd flews, podeztent iz 1| esosdesosdel
51,3 Pozitivni rodinnd anamnéza 7 N1303K/3849+10kbC>T

Zdroj: vlastni

Postupné rozsifovani NLS koresponduje s védeckym a technickym pokrokem.
S tim vSak souvisi problémy nejen odborné, ale 1 etické, ekonomické a politické
¢1 legislativni. Wilsonova a Jungerova obecna kritéria pro screeningové programy
zroku 1968 (Tab. 1) jsou dosud uzivadna, ale téz relativizovana. Na zaklad¢
vysledkl dotaznikové studie z let 2010 az 2011 (Burgard P., Rupp K. et al., 2012)
vydala evropskd sit’ odbornikli v oblasti NLS (,,European Network of Experts
on Newborn Screening*, EUNENBS) seznam 26 doporucenych nemoci, které
povazuje za vhodné k zafazeni do spektra NLS v evropskych statech.
Toto doporuceni rozdéluje nemoci na skupinu zékladni (potfebnou) s vysokou

prevalenci, zakladni s nizkou prevalenci a skupinu kandidétni.
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Do posledni jmenované skupiny, tedy kandidatni, jsou zafazeny i primarni
poruchy imunity, z nichZ se v CR v sou¢asné dob& metodicky piipravuje studie
NLS tézké kombinované imunodeficience (SCID, Svaton M., Sediva A. et al.,
2012). Principem by mohlo byt screeningové vySetfeni ze suchych krevnich kapek
na pfitomnost  excisnich  krouzkii ~ genové  rekombinace  segmentl
pro imunoglobuliny (tzv. KREC) a T-bunécné receptory (tzv. TREC) metodou
kvantitativni polymerdzové fetézové reakce naurovni DNA (Barbaro M.,
Ohlsson A. et al., 2017). Timto vysetienim lze vyloucit vétSinu vrozenych tézkych
kombinovanych imunodeficiti a dalSich defektli imunity s vyraznou poruchou
novotvorby T nebo B lymfocytii. Problémem je vSak vysokd cena, vysoka FP
a skute¢nost potfeby tohoto screeningového programu, zda-li opravdu selhdva

klinickd diagnostika tézkych primarnich imunodeficitd v praxi.

Dalsi kandidatni nemoci, které by mohly byt zafazeny do NLS, jsou néktera
vrozena neuromuskularni onemocnéni, jako napt. spinalni muskuldrni atrofie
¢i dystrofinopatie (Ross L., Clarke A., 2017). Vzhledem k mozZnosti kauzalni
terapie, ktera vSak musi byt zahdjena presymptomaticky, se tyto nemoci jevi jako
idedlni k zatazeni do screeningového programu. Problémem vsak ziistava absence
detek¢niho krevniho markeru. V tvahu pfichdzi DNA analyza suchych krevnich
kapek, jejiz celoplo$né provadéni pro potieby NLS vSak zatim ceskd legislativa

znemoziuje (Zakon ¢. 373/2011 Sb., o specifickych zdravotnich sluzbach).
4.1.3 Zavér

NLS v CR predstavuje G&inny nastroj véasné diagnostiky zavaznych RD
a napliuje tak evropské 1 ceské smérnice o RD s cilem zlepsit jejich diagnostiku
a v€asnou lécbou téz kvalitu zivota postizenych jedincl. Jeho soucasnd uroven
byla charakterizovana vzrustajici detek¢ni schopnosti a odpovidala mezinarodnim
standardtim vyspélych stath Evropské unie. Dalsi optimalizace systému NLS jsou
vSak potfebné a jsou predmétem vyzkumu. Jsou hledany analytické stupné s cilem
snizeni FP, zvazuji se moznosti rozsifeni spektra screenovanych nemoci (SCID)
a diskutuji se ,,cutoff* hodnoty vzhledem k detekci tranzientnich ¢i mirnych forem

(napt. u CH, CF ¢i deficitu 21-hydroxylazy).
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Vyskyt FN nélezi zdiiraznil fakt, Ze negativni screeningovy vysledek
nevyluéuje danou nemoc pii diferencialné-diagnostické rozvaze. Naopak FP

nalezy poukézaly na to, Ze NLS je pouze metoda vyhledavaci, nikoli konfirmacni.
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4.2 Neonatal Screening in the Czech Republic: Increased

Prevalence of Selected Diseases in Low Birthweight Neonates

Citace: DAVID, Jan, Petr CHRASTINA, Hana VINOHRADSKA, Eva AL
TAJI, Andrea HOLUBOVA, Eva HLIDKOVA, Viktor KOZICH a Felix
VOTAVA. Neonatal Screening in the Czech Republic: Increased Prevalence
of Selected Diseases in Low Birthweight Neonates. Furopean Journal

of Pediatrics. 2018, 177(11), 1697-1704. IF 2,242
4.2.1 Uvod k publikaci

Dle oficialnich dat je trend nartistu poctu novorozenci s NPH v poslednich
letech ziejmy. V roce 1975 bylo evidovano 6,20 % ziveé narozenych novorozenci
s NPH, v roce 1985 5,64 %, v roce 1995 5,48 %, v roce 2005 6,72 % a v roce
2015 7,76 % (UZIS CR, 2017). Piicin je vice, jednak zvySovani primérného véku
matek pii porodu, stim spojené jejich komorbidity, narlstajici pocet déti
narozenych po umélém oplodnéni a déti narozenych z viceCetnych téhotenstvi,
rozvoj mediciny ¢i zlepSovani perinatologické péce (Ananth C. et Vintzileos A.,
2009). NPH a prematurita jsou obecné spojeny s vyssi morbiditou a mortalitou
(MclIntire D., Bloom S. et al., 1999). Cilem této prace bylo vyhodnotit prevalenci
nemoci vyhledavanych pomoci systému NLS v CR vletech 2002-2016

u novorozenctl s NPH a normalni porodni hmotnosti.

Sledované obdobi od 1. 1. 2002 do 31. 12. 2016 zahrnovalo tf1 faze
postupného rozSifovani NLS. VySetfovany byly tzv. suché kapky krve
na filtracnim papife (screeningové karticky) odebirané z paty novorozencl
a postou zasilané do centralnich laboratofi. V prvni fazi (2002-2006) byly kapky
odebirany paty az sedmy den Zivota novorozence, v druhé fazi (2006-2009)
mezi 72. a 96. hodinou a ve treti fazi (2009-2015) pak mezi 48. a 72. hodinou
Zivota novorozence. Za celé obdobi 2002 az 2016 bylo vySetfeno 1277 283
novorozenci, coz odpovidalo 100 % vsech Zzivé narozenych déti v CR v daném

obdobi (CSU, 2017).
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Analyza screeningovych kartiCek spocivala ve zméfeni koncentrace
TSH pomoci fluoroimunoeseje pro detekci CH (Buyukgebiz A., 2006). Stejnou
metodikou byl méfen 170HP pro detekci deficitu 21-hydroxylazy (Votava F.,
Novotna D. et al., 2012) a IRT k detekci CF. U novorozencii s nejvyssim IRT byla
provedena DNA analyza CFTR genu (Sommeburg O., KruliSova V. et al., 2014).
Pomoci MS/MS byli novorozenci vysetfeni na dédi¢né metabolické poruchy
(Pourfarzam M. et Zadhoush F., 2013), tj. PKU/HPA, MCADD, LCHADD,
VLCADD, MSUD, GA I, IVA, CPTD [, CPTD 11 a CACTD.

Novorozenci s pozitivnim nalezem v NLS byli pfeddni navazujicimu
klinickému pracovisti ke konfirmaci diagndézy pomoci obecné uznanych
diagnostickych ,,zlatych standardi* vcetné molekularnich analyz a k nésledné
1é¢b¢ (Metodicky navod k zajisténi novorozeneckého laboratorniho screeningu
anasledna péce, MZ CR, 2016). Zdrojem dat o poétu konfirmovanych diagnéz
u NLS detekovanych novorozencii byla zpétnd hlaSeni klinickych pracovist

screeningovym laboratofim.

Z vyse uvedenych dat byla retrospektivné statisticky porovnana prevalence
jednotlivych screenovanych nemoci ve skupin€ novorozenct s normalni porodni
hmotnosti a s NPH. Mira asociace NPH, jako potencialniho rizikového faktoru
dané nemoci, byla vyjadiena pomoci poméru Sanci (,,Odds Ratio”, OR)
s 95% konfidencnim intervalem  (,,Confidence Interval*, CI), statistickd
vyznamnost byla hodnocena chi-kvadrat testem s Fisherovou korekci (pro korekci

soubortl s nizkou frekvenci vyskytu nemoci v kontingen¢ni tabulce).
4.2.2 Vysledky a diskuze

Ve skupiné novorozencti s NPH mély vyssi prevalenci pouze tfi screenované
nemoci. Statisticky vyznamny byl vysledek u CH (OR 2,50, CI 1,92; 3,25)
aCF (OR 2,44,CI1,51;3,94). ULCHADD 1lze o statisticky vyznamném
vysledku hovofit pouze castecné¢ (OR 7,74, CI 2,18; 27,42), nebot’ Siroky CI
nezarucuje vysokou validitu vysledku, i kdyz byla vyznamnost Fisherovym testem

potvrzena. U ostatnich screenovanych nemoci nemeéla porodni hmotnost
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novorozencu vliv na jejich prevalenci, tj. u deficitu 21-hydroxyldzy a souhrnné

1 jednotlivé (vyjma LCHADD) u dédi¢nych metabolickych poruch (Tab. 10).

Limitaci studie byla absence dat o gestatnim véku screenovanych

a detekovanych novorozenct.

Tab. 10 Statistické vyhodnoceni rozdilu prevalence u novorozencii s normalni
a nizkou porodni hmotnosti (obdobi 2002-2016)

95% Chi- . o
Nemoc Od(.:ls konfiden¢ni | kvadrat Fisherty
ratio . test
interval test
Kongenitalni hypotyredza 2,50 1,92-3,25 < 0,001 -
Cysticka fibroza 2,44 1,51-3,94 < 0,001 -
Deficit 21-hydroxylazy 1,07 0,52-2,21 0,852 -
Fenylketonurie/hyperfenylalaninémie 1,20 0,68-2,12 0,535 -
Deﬁmvt delzydroge?azvacyl—COA se 0.68 0.16-2.84 i 0,448
sttedné dlouhym fetézcem
Deficit dehydrogen’az %-hydroxyacyl- 7.74 2182742 i 0,006
CoA s dlouhym fetézcem
Glutarova acidurie, typ | 2,90 0,32-25,96 - 0,339

Zdroj: vlastni

Problematika dysbalanci tyreoidalni osy u pfedCasné narozenych déti,
resp. déti s NPH, je velmi Sirokd. Roli zde hraje fada tyreoidéalnich
a extratyreoidalnich faktorti (sniZzend sekrece tyreoliberinu, sniZzend odpovéd
Stitné zldzy na stimulaci TSH, nezralé organifikaéni mechanismy Stitné zlazy,
snizena periferni konverze fT4 na trijédtyronin a dals$i). Tyto dysbalance jsou
casto pfechodné (Lee J., Kim S. et al., 2015). Vyssi prevalenci CH jako takové lze
ve skupin€é novorozencli s NPH vysvétlit vysSim vyskytem jejich tranzientnich
forem (Medda E., Olivieri A. et al., 2005) oproti novorozenciim s normalni
porodni hmotnosti. Tento fakt zddraznuje vyznam reevaluace tyreoidalni osy
po tietim roce véku dle doporuceni Evropské spolecnosti pro détskou
endokrinologii, zejména u déti narozenych s NPH a diagnostikovanych v NLS
(Léger J., Olivieri A. et al.,, 2014). Z vySe uvedeného lze odvodit, ze CH

jako takova nevede k ptfed¢asnému porodu a/nebo NPH.

CF muzZe vést k alteraci intrauterinniho riistu nékolika mechanismy. Fetalnim

faktorem muzZe byt pankreaticka insuficience (Muller A., Thamm B. et al., 1999),
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maternalnim faktorem pak exprese patologického CFTR proteinu na maternalni
stran¢ placenty zptisobujici jeji insuficienci (Mylona P., Glazier J. et al., 1996).

Diusledkem pak miize byt malnutrice plodu.

Z dédi¢cnych metabolickych vad byla prokdzana NPH jako rizikovy faktor
pouze pro LCHADD, tato korelace nebyla toho ¢asu v dostupné literatuie
popsana. Nabizi se vysvétleni, Zze Zeny pienasecky pro LCHADD
s homozygotnim plodem pro LCHADD maji v poslednim trimestru vyssi vyskyt
komplikaci (akutni téhotenské hepatdzy), coz vede k predéasnému ukonceni

gravidity (Strauss A., Bennett M. et al., 1999).

NPH nebyla asociovana s vyssi prevalenci deficitu 21-hydroxylazy. Tento fakt
muize byt ndpomocny piirozhodovani o problematickych ,,cutoff hodnotach
170HP u novorozenci s NPH a vést ke zlepSeni parametri NLS deficitu
21-hydroxylazy, tedy ke snizeni FPR azvySeni PPV (Anandi S. et Shaila B,
2017).

4.2.3 Zavér

Ve skupiné novorozenci sNPH byl prokdzan vyssi vyskyt CH,
CF a LCHADD. Z vySe uvedenych dat 1ze vyvodit dvé kauzality. Prvni kauzalitou
je vliv prematurity, resp. NPH, na funkeci Stitné zlazy, coz potvrzuji data o vyssi
prevalenci tranzientnich forem CH ve skupiné novorozenci s NPH. Druhd
kauzalita je opacna, ukazuje na primarni vliv genetické poruchy plodu, ktera
vede k prematurit¢ a NPH. Lze tedy fict, Ze NPH je jednou z manifestaci CF
a LCHADD a miZze byt tak prvni zndmkou dané nemoci.

Vysledky akcentuji vyznam reevaluace tyreoiddlni osy po tietim roce véku

u déti narozenych s NPH a diagnostikovanych v NLS CH.

Novorozenci s NPH zasluhuji vys§i pozornost, nejen kvili patologiim, které
sama o sobé NPH piinasi, ale téZ proto, Ze maji vyssi riziko manifestace CH, CF

a LCHADD.
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4.3 FaleSna pozitivita v novorozeneckém screeningu deficitu

21-hydroxylazy

Citace: DAVID, Jan, Monika HEDELOVA a Felix VOTAVA. Fale$na
pozitivita v novorozeneckém screeningu deficitu 21-hydroxylazy. Cesko-

slovenska Pediatrie (v tisku).
4.3.1 Uvod k publikaci

Idedlni screeningovy test je charakterizovan vysokou senzitivitou
1 specificitou. U kazdé laboratorni metody je snaha tyto parametry vybalancovat,
avsak FP a FN nalezy nelze nikdy eliminovat. Pravé FP a FN jsou hlavnimi riziky

NLS.

Deficit 21-hydroxylazy je ze viech screenovanych nemoci v CR zatizen
nejvyssi FPR (0,42 %, kapitola 4.1.2). Tento fakt je ddn metodikou stanoveni
170HP, nebot’ imunofluorescence je spojena s vysokou FPR a tim niz§i PPV
(Minutti C., Lacey J. et al., 2004). FP piedstavuje stigmatizaci zdravych
novorozencl a zaté€z pro jejich rodiny (Frankova V., Votava F. et al., 2014).
Cilem této prace bylo zhodnotit FP pii hodnoceni screeningovych hodnot 170HP
dle ,,cutoff vztazenych vici gestatnimu véku novorozence, oproti v soucasné

dobé pouzivané porodni hmotnosti.

Do analyzy bylo zahrnuto 129 175 déti narozenych v obdobi 2015-2017
vregionu Cechy, coz odpovidalo cca 60 % vsech narozenych déti v daném
regionu za sledované obdobi (CSU, 2018). Data o porodni hmotnosti a gestaénim
véku novorozenctl byla ziskana ze screeningovych karticek, které byly zasilany

béznou postou do centralni screeningové laboratoie pro danou oblast v Praze.

Ztéto skupiny byli detekovani novorozenci s dohledatelnym udajem
o gestatnim veku a se screeningovou hodnotou 170HP nad ,,cutoff dle porodni
hmotnosti. U osmnacti novorozenci se diagndza deficitu 21-hydroxylazy
potvrdila. Statistickou metodou ,,Adjusted Wald Interval for a Difference
of Proportions with Matched Pairs“ (software R program) byla srovndna FPR
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v souboru novorozencii zachycenych dle porodni hmotnosti a dle gestacniho veku.
Konfirmacéni diagnostika deficitu 21-hydroxylazy spocivala ve stanoveni 170HP
zezilni krve aprikazu patogennich mutaci vgenu CYP2/42, event.
v diferencialné  diagnostickych ~ nejasnostech v provedeni ~ ACTH

(adrenokortikotropni hormon) stimula¢niho testu.

4.3.2 Vysledky a diskuze

Ve vsech sledovanych letech doslo k vyznamnému snizeni FPR pii hodnoceni
170HP dle gestatniho véku (FPR 0,23 %) oproti porodni hmotnosti
(FPR 0,30 %). Zarovenn neklesla senzitivita tohoto testu (Tab. 11). Statisticka
vyznamnost byla potvrzena metodou ,,Adjusted Wald Interval for a Difference
of Proportions with Matched Pairs“, nebot odhadovany parametr testovaci

statistiky lezel v 95% CI a nepokryval nulu (Tab. 12).

Tab. 11 Zachyceni a konfirmovani novorozenci ve screeningu deficitu
21-hydroxylazy v obdobi 2015-2017

Parametr 2015 2016 2017 Celkem
Celkem analyzovano déti 42 542 | 43276 | 43357 | 129175
Pocet konfirmovanych pacientti 7 6 5 18
Pocet zachycenych déti 137 116 158 411
Porodni Pocet falesgvet],oozmvnlch 130 110 153 393
hmotnost Frek c lf Toing
rekvence fafesne 0,0031 | 0,0025 | 0,0035 | 0,0030
pozitivity
Pocet zachycenych déti 104 86 123 313
Gestaéni Pocet falesnve Pozmvnlch 97 R0 118 295
y déti
vek Frekvence fale3né
fekvence fafesne 0,0023 | 0,0018 | 0,0027 | 0,0023
pozitivity

Zdroj: vlastni

NLS deficitu 21-hydroxyldzy v zahrani¢i vykazuje vysokou efektivitu
(Tsuji A., Konishi K. et al., 2015). Gestacni vék a porodni hmotnost nepfimo
umérné koreluji s hodnotou 170HP (Gruneiro-Papendieck L., Prieto L. et al.,
2001) a FPR (Slaughter J., Meinzen-Derr J. et al., 2010). Porodni hmotnost 1ze

v

povazovat za parametr objektivnéjsi a spolehlivéjsi. Naopak délka gestace je méné
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objektivni parametr, nebot’ se odhaduje, avsak 1épe koreluje s hodnotami 170HP

(Van der Kamp H., Oudshoorn C. et al., 2005).

Tab. 12 Statické vyhodnoceni vyznamnosti rozdilu frekvenci falesné pozitivity
v jednotlivych letech (porodni hmotnost versus gestacni vek) v obdobi
2015-2017, metoda ,, Adjusted Wald Interval for a Difference of Proportions

with Matched Pairs *
2015 2016 2017 Celkem
Odhad 0,000776 0,000693 0,000807 0,000759
95% interval |  0,000507; 0,000441; 0,000536; 0,000608;
spolehlivosti 0,001044 0,000945 0,001078 0,000910
Zdroj: vlastni
Vysledky této studie prokazaly statisticky vyznamny pokles FPR

pii hodnoceni 170HP vici gestacnimu véku. Potvrzuji tak jiz diive publikovana
data, u kterych vsak bylo sledovani provedeno na mensim vzorku déti (Torresani
T., Gruters A. et al., 1994). FP pifedstavuje psychickou zatéz zejména pro rodice
novorozencl s pozitivnimi nalezy. Dal$Sim vyznamnym dusledkem je téZ vySsi
nakladovost screeningového programu dana opakovanim vySetfeni. Zavedeni
novych ,,cutoff screeningovych hodnot pro 170HP muze tyto negativni dusledky
eliminovat. Zaroven je nutné uvést, Ze nejefektivnéjSim nastrojem pro snizeni FP
je pouziti druhostupiiovych analyz pfimo v originalni suché krevni kapce. V tomto
ohledu je vsouCasné dobé nejvyhodnéjsi stanoveni profilu dalSich steroidl
pomoci  tandemové  hmotnostni

spektrometrie  spojené

chromatografii — tzv. LC-MS/MS (Fiet J., Le Bouc Y. et al., 2017). Tento postup

s kapalinovou

je v CR piipravovan.

Za zminku stoji téz FN v NLS deficitu 21-hydroxyldzy. FN nélezy se mohou
objevit z divodl technické ¢i logistické chyby pii odbéru, nejcastejsi pric¢inou
jsou vsak klinicky mirné formy nemoci. Z celého obdobi fungovani NLS deficitu
21-hydroxylazy v CR (2006-2017) je zniamo Sest pacienti (dva s klasickou
formou a c¢tyti s neklasickou formou) s hodnotou 170HP pod ,,cutoff* (Tab. 13).
U jednoho pacienta se vSak jednalo o ,nepravou® FN, protoze pied odbérem
suché krevni kapky byl 1écen kortikoidy, u zbyvajicich pacientli Slo o skutecnou

»biologickou* FN. Z vySe uvedené¢ho vyplyva jiz diive zmiflovanad skutecnost,
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ze negativni screeningovy vysledek obecné (nejen u deficitu 21-hydroxylazy)

nevylucuje danou nemoc z diferencidlné-diagnostické rozvahy.

Tab. 13 Prehled pacientii s deficitem 21-hydroxylazy, které novorozenecky
screening v obdobi 2006—2017 nedetekoval (znamé falesne negativni nalezy)

Rok | Vék pri Genotyp

Pacient narozeni | diagnoze | (leh¢i alela)

Poznamka

, Diagnoza stanovena na zakladé
! 2006 10 dni p-R357Q virilizace (Prader III)

Diagnoza stanovena na zakladé

2 2006 8 let p.V282L pubarché praecox

; 2008 7.5 roku p.V282L Diagnoza stano,vena na zakladé
pubarché praecox

. 2008 7.2 roku p.V282L Diagnoza stanovena na zakladé

pubarché praecox

Pouze "laboratorni” falesna
5 2009 I den |c.293-13C>G negativita, odbér screeningu
na léecbé hydrokortizonem

Diagndza stanovena dle rodinné

6 2013 1 mésic p.V282L .
anamnézy

Zdroj: vlastni

4.3.3 Zavér

Hodnoceni screeningovych hodnot 170HP v gestatnimu véku je
proveditelné vsystému NLS vCR a vede ke snizeni FPR u deficitu
21-hydroxylazy. Tim muze dojit ke snizeni negativniho dopadu a stigmatizace
zdravé cCasti populace, tak i nakladovosti celého screeningového programu.

Vystupy se uplatni v laboratorni i klinické praxi.
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4.4 Postup u pacienta s podezienim na deficit 21-hydroxylazy

zachyceného v novorozeneckém screeningu v CR

Citace: DAVID, Jan a Felix VOTAVA. Postup u pacienta s podezienim
na deficit 21-hydroxylazy zachyceného v novorozeneckém screeningu

v CR. Diabetologie, metabolismus, —endokrinologie a vyZiva. 2017,20(4),
206-210.

4.4.1 Uvod k publikaci

Smyslem NLS deficitu 21-hydroxyldzy, je vC€asnym zachytem a v¢asnou
onemocnéni a vzniku predCasné pseudopuberty s deficitem dospélé vysky
u lehéich forem (Votava F., Novotna D. et al., 2012). Od roku 2006, kdy v CR
probihé toto celoplo$né vyhledavani, zddny zachyceny pacient neprodé€lal klinicky
manifestni solnou krizi (viz dale). Doposud vSak neexistoval standardizovany
postup u pacienta zachycené¢ho v NLS deficitu 21-hydroxylazy. Cilem prace bylo

shrnout nejnovéjsi poznatky a vytvofit takovy diagnosticky postup.

Deficit 21-hydroxyldzy je charakterizovdn absolutnim ¢i  relativnim
nedostatkem kortizolu. Zpétnovazebnym mechanismem pak dochazi ke zvySeni
sekrece ACTH, ktery stimuluje steroidogenezi a akumulaci steroidi
pfed enzymatickym blokem. Né&které z téchto steroidit maji androgenni aktivitu
a zvysené& se syntetizuji 1 samotné androgeny (Lebl J., 2012). V organismu vznika
hypokortizolizmus, hypoaldosteronizmus a hyperandrogenizmus. Fenotypové
klinické projevy a zévaznost deficitu 21-hydroxylazy Ize chépat jako kontinuum
ve vztahu ke zbytkové aktivité 21-hydroxyldzy dané primarné typem mutace
v genu CYP2]1A2. Korelace genotypu a fenotypu, aZ na vyjimky, je u této nemoci
signifikantni (Sperling M., 2002). Pravé na zdklad€ této zbytkové aktivity lze
deficit 21-hydroxyldzy rozdélit do ¢ty fenotypi (klasickd forma se solnou krizi,

pfechodna forma ¢i prosté virilizujici a neklasicka pozdné nastupujici forma).
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N a4

hyperpigmentace a zvétSenim penisu. Mezi druhym a patym tydnem zivota se
rozviji metabolicky rozvrat v disledku nadledvinové nedostatecnosti, tzv. solna
krize. U divek Ize navic pozorovat virilizaci genitadlu riizného stupné. Nejvyssi
stupen virilizace mtze vést k chybnému urceni pohlavi. U leh¢ich forem dominuje
pfedcasna pseudopuberta s riustovou akceleraci a pfedCasnym pubarché.
Neklasicka forma se manifestuje v pozdé€jsSim véku, vétSinou v obdobi puberty

nebo az v dospélosti, znamkami hyperandrogenizmu.

NLS deficitu 21-hydroxyldzy spo¢ivd ve stanoveni koncentrace 170HP
v suché krevni kapce odebrané novorozenctim mezi 48. az 72. hodinou zivota.
DodrZeni tohoto intervalu je vyznamné vzhledem k fyziologicky vyS$im
hodnotdim 170HP v prvnich dnech Zzivota novorozence, cozje dano vyssi
aktivitou enzymatického aparatu fetdlni kiry nadledvin (Van Der Kamp H.,
Oudshoorn C. et al., 2005). 170HP je stanoven imunofluorescencni metodou,
jejiz nevyhodou je relativné vysoka FPR a tim niz8i PPV. Hodnota PPV by se
mohla navysit po zafazeni dal§iho diagnostického kroku, a to LC-MS/MS.
Vysledky z jinych zahrani¢nich screeningovych programii ukazuji, ze prave
zatazeni této metody jako druhého stupné NLS deficitu 21-hydroxylazy zvysi
PPV a snizi FPR (Speiser P., Azziz R. et al., 2010).

4.4.2 Vysledky a diskuze

Interpretace screeningovych hodnot 170HP je komplikovana, zavisla
na postnatalnim véku pii odbéru, gestaénim véku, porodni hmotnosti novorozence
a jeho aktudlni klinické situaci, tj. stimulaci ACTH osy, napf. hypoxii, septickym
stavem ¢i intrakranidlnim krvacenim (Anandi S. et Shaila B., 2017). Pro praktické
rozhodovéni byla interpretace hladin rozdé€lena do tfi kategorii (Tab. 14),
tedy jednoznacna negativita (tj. pod ,,cutoff* hodnotou), jednoznacna pozitivita
a,Sedd”“ nejednoznacnd zoéna mezi jednoznacnou pozitivitou a negativitou

(Blankenstein O., Stopsack M. et al., 2009).
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Tab. 14 Interpretace screeningovych hodnot 17-hydroxyprogesteronu (170OHP):
., cutoff* hodnoty (nmol/l)

»Cutoff* hodnoty pro Jednoznacéna
Gestacni Porodni jednoznac¢nou negativitu pozitivita
vék hmotnost Vék pfi odbéru (dny)
(tydny) @ 5 3 it ; Be;aoiléidu
<27 <900 160 137 129 141 200
28 900-1 099 137 117 110 121 180
29 1100-1 299 117 100 94,0 103 150
30 1 300-1 499 99,0 85,0 | 80,0 88,0 120
31 1 500-1 699 84,0 71,0 | 67,0 74,0 95,0
32 1700-1 899 70,0 60,0 | 56,0 62,0 90,0
33 1 900-2 099 57,0 49,0 | 46,0 51,0 85,0
34 2100-2 299 46,0 40,0 | 37,0 41,0 80,0
35 2 300-2 499 37,0 31,0 | 30,0 32,0 70,0
36 2 500-2 699 30,0 30,0 | 25,0 26,0 60,0
>37 >2700 23,0 20,0 | 20,0 20,0 60,0

Zdroj: upraveno dle Blankenstein O., Stopsack M. et al., 2009

Nejednoznacny nalez v ,Sedé¢“ zon¢ a bez jinych klinickych okolnosti
vedoucich ke zvySenému podezieni na deficit 21-hydroxylazy se fesi opakovanim
odbéru suché krevni kapky s cCasovym odstupem jednoho aZ dvou tydni
od posledniho nabéru (,,Recall“ na zakladé¢ vyzvy screeningové laboratofe).
Opakované¢ odbéry se musi provadét 1 zindikace klinickych okolnosti
novorozence, piihladinaich 170HP pod ,,cutoff. Jednd se o tzv. rescreening
aindikace jsou taxativné uréeny v Metodickém navodu MZ CR (Metodicky
navod k zajisténi novorozeneckého laboratorniho screeningu a nasledna péce, MZ

CR, 2016).

Dle vysledkii z kapitoly 4.2.2 nebyla NPH asociovand s vys8i prevalenci
deficitu 21-hydroxylazy. Tento fakt mlZe byt napomocny piirozhodovani

o problematickych hrani¢nich ,,cutoff hodnotach 170HP u novorozencti s NPH.

V ptipad¢ jednoznaéné pozitivity ¢i pretrvavani hodnot 170HP v ,,Sedé* zoné
se musi provést konfirmacni diagnostika. Screening je metoda vyhledavaci,
nikoliv konfirmacni. Nal¢havost konfirmac¢niho vySetfeni mulze byt Casové

bezodkladnd, napf. v pfipad¢ zralého novorozence s hladinou 170HP v pasmu
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jednoznacné pozitivity; nebo casové méné naléhava v pfipadé nezralého

novorozence s pretrvavanim hladin 170HP v ,,Sedé* zoné.

Konfirmace diagnoézy spociva zejména v biochemické a molekularné-
genetické diagnostice (Obr. 3). Pro klasickou formu je typicky zvySena
jak hodnota sérového 170HP, tak plazmaticka koncentrace ACTH. U neklasické
formy mohou byt hodnoty 170HP v novorozeneckém obdobi ve fyziologickém
rozmezi. Extrémné dulezity je odbér vzorku na vySetfeni steroidniho spektra
pfed eventualnim nasazenim substituce hydrokortizonem. Pfi diferencialné-
diagnostickych nejasnostech 1ze uzit ACTH stimulacni test, ktery zhodnoti funkci

nadledvin (Falhammar H., Wedell A. et al., 2015).

Obr. 3 Zjednoduseny algoritmus konfirmacni diagnostiky u pacienta
zachyceného v novorozeneckém laboratornim screeningu deficitu 2 1-hydroxylazy

ZILNI ODBER # Nomilni hodnota 170HP a bez Klinickych primaki
17-hydroxyprogesteron (170HP)
11-deoxvkortikosteron

11-deoxykortizol A J

Adrenokortikotropni hormen (ACTH) Klasicka forma deficitu 21-hydroxvlazy nepotvrzena

Diferencialné-diagnostickd nejasnost:
ACTH stimulaéni test

v

Mimé zvyiend hodnota 170HP

Jednomacné zvyiend hodnota 170HP

Pozitivita ACTH

Y

Molekuldmé-genetickd diagnostika

Zdroj: vlastni

Molekularné—geneticka diagnostika nepatii v nékterych zemich mezi zdkladni
diagnostické metody, diagnézu viak definitivné potvrdi. V CR se uplatiiuje
u kazdého pacienta. V souCasné dobé jsou popsany desitky mutaci genu
CYP21A42 (Tab. 15) a spektrum se stdle rozsifuje (Sarafoglou K., Hoffman G.
et al., 2008, Dunnen JT., Dalgleish R. et al., 2018).
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Tab. 15 Vztah fenotypu a genotypu CYP21A2 u deficitu 21-hydroxyldzy

Klinicka charakteristika choroby

Mutace genu CYP21A42

A4

Delece, chimérni geny ¢i stop
mutace, p.Q319%,
p-1237N+p.V238E+p.M240K,
c.923 924insT, p.R357W
na obou alelach

Klasické forma: stiedné tézky fenotyp

¢.293-13C>G
na obou ¢i leh¢i alele

Klasicka forma: stiedné lehky fenotyp

p-I173N na obou ¢i leh¢i alele

Ptechodna klasickd/neklasickd forma: lehky
fenotyp

p.V282L, p.P31L, p.P454S
na obou ¢i lehéi alele

Zdroj: upraveno dle Sarafoglou K., Hoffman G. et al., 2008, Dunnen JT.,
Dalgleish R. et al., 2016

4.4.3 Zavér

Interpretace screeningovych hodnot 170HP je komplikovand a zavisi

na postnatalnim v€ku pifi odbéru suché krevni kapky, dale na gestaénim véku,

porodni hmotnosti novorozence a jeho aktualni klinické situaci. Publikace shrnula

nejnove)§i poznatky v diagnostice deficitu 21-hydroxyldzy a slouzi ke zlepSeni

tohoto procesu. Vystupy se uplatni v klinické praxi.
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ZAVERY

NLS je komplexni program sekundarni prevence. Epidemiologické vysledky
vyplyvajici z predkladané dizertaéni prace vyhodnotily NLS v CR jako vysoce
efektivni (kapitola 4.1). Tento systém byl charakterizovan vysokou detekcni
schopnosti, kterd odpovidala mezinadrodnim standardim vyspélych stati Evropské
unie. Vyhodnoceni dat umoznilo téZ objektivizovat prevalenci RD detekovanych
timto screeningovym programem. NLS v CR tak piedstavuje u¢inny nastroj
vCasné detekce zdvaznych RD a umoziiuje napliiovat Doporuceni Rady Evropské

unie a Usneseni V1ady CR o strategii pro RD.

Data o porodni hmotnosti a vyskytu screenovanych a detekovanych
novorozencll umoznila stanovit prevalenci danych nemoci u pacientl
s NPH (kapitola 4.2). V této skupin¢ byl prokazan vyssi vyskyt CH, CF
a LCHADD. Z téchto dat lze vyvodit dvé kauzality. Prvni kauzalitou je vliv
prematurity a NPH na tyreoidalni funkce u novorozencii. Zdiraziuje tak vyznam
reevaluace tyreoiddlni osy po tfetim roce zivota u novorozenci s NPH
zachycenych v NLS. Druhd kauzalita je opacnd, ukazuje na primarni vliv
genetické poruchy plodu, kterd vede k prematurité a NPH. Novorozenci s NPH
tak zasluhuji vyssi pozornost, nejen kvili patologiim, které sama o sobé NPH

pfinasi, ale téZ proto, Ze maji vyssi riziko manifestace CH, CF a LCHADD.

Dal$im vyznamnym vystupem této dizertani prace byl nastroj ke snizeni FPR
u NLS deficitu 21-hydroxylazy (kapitola 4.3). Hodnoceni screeningovych hodnot
170HP vici gestatnimu vEku vedlo k signifikantnimu snizeni FPR a je
proveditelné v systému NLS v CR. Benefit je evidentni, vede ke sniZeni
negativniho dopadu a stigmatizace zdravé ¢asti populace a ke snizeni nakladovosti

celého screeningového programu.

Zaveérem byl vypracovan diagnosticky postup u novorozenct zachycenych
vNLS deficitu 21-hydroxylazy v CR. Sdéleni shrnuje aktualni poznatky
v diagnostice deficitu 21-hydroxylazy a umoziuje tak zlepSeni celého

procesu (kapitola 4.4).
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Vystupy této dizertaéni prace prokazaly, ze NLS v CR je vysoce efektivni
a odpovidd mezinarodnim standardim. Vysledky poukdzaly i na slabé stranky
screeningového programu a piinesly nékolik navrhi k jeho zlepSeni.

Vyse uvedené vystupy se uplatni v laboratorni 1 klinické praxi.
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SOUHRN

UVOD: Novorozenecky laboratorni screening je vyznamny nastroj sekundarni
prevence, ktery diky vcasné detekci pacienti umozni zahdjeni 1éCby jesté
v asymptomatickém stadiu nemoci a zvysi tak kvalitu jejich zivota. VSechny
nemoci vyhledavané timto systémem v Ceské republice splituji definici
pro vzacna onemocnéni, tj. populacni frekvenci nizs§i nez 1:2 000. Hodnoceni
efektivity screeningového programu je stéZejnim krokem pro jeho zlepSovani.
Hlavnim cilem této dizerta¢ni prace bylo vyhodnotit jak klinickou, tak pfedevsim
celopopulacni  efektivitu ~ novorozeneckého  laboratorniho  screeningu
a optimalizovat balanci mezi jeho detekéni schopnosti a zatézi zdravé casti

populace.

METODOLOGIE: Ke zpracovani této dizertacni prace byla vyuzita data
z centralnich screeningovych laboratoii v Ceské republice. Do analyzy byli
zahrnuti novorozenci vySetfeni v letech 2002-2017. Screeningové karticky se
suchymi krevnimi kapkami byly analyzovany metodou imunoanalytickou,

spektrometrickou a fluorimetrickou.

VYSLEDKY: Vystupy této dizertaéni prace (1) umoznily objektivizovat
prevalenci vzacnych onemocnéni v Ceské republice, (2) objektivizovaly vztah
prevalence  screenovanych nemoci aporodni hmotnosti detekovanych
novorozencl, (3) mnavrhly zménu hodnoceni ,cutoff* hodnot u deficitu
21-hydroxylazy, kterd vedla ke sniZeni jeho vysoké faleSné pozitivity a zatéze
zdravé casti populace, (4) shrnuly postupy upacienta detekovaného
v novorozeneckém laboratornim screeningu deficitu 21-hydroxylazy k zlepSeni

celého diagnostického procesu.

ZAVER: Novorozenecky laboratorni screening v Ceské republice piedstavuje
ucinny nastroj vcasné diagnostiky zavaznych vzacnych onemocnéni a naplituje
tak evropské i ¢eské smérnice o vzacnych onemocnénich. Jeho soucasna troven
odpovida mezindrodnim standardim ostatnich vyspélych stat Evropské unie.

Vyse uvedené vystupy se uplatni v laboratorni 1 klinické praxi.
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SUMMARY

INTRODUCTION: Newborn laboratory screening is a process used for early
detection and treatment of selected rare diseases which leads to improvement
in patient quality of life. All diseases included in newborn laboratory screening
are classified as rare diseases, defined by a population frequency less
than 1:2 000. The evaluation of newborn laboratory screening is an important tool
for its improvements. The main aim of this doctoral thesis was to evaluate
clinical and population-wide efficacy and balance detection rate and impact

on healthy part of population.

METHODS: The doctoral thesis was based on results from screening
laboratories in period 2002-2017 in the Czech Republic. Dried blood spots
from newborns were analyzed using fluorescence immuno-assay, tandem mass

spectrometry and fluorimetry.

RESULTS: The outcomes of this doctoral thesis led (1) to objectify
prevalence ofrare diseases in the Czech Republic, (2) to objectify association
between prevalence of screened diseases and newborn birthweight, (3) to propose
the change of decision limits of screening of 21-hydroxylase deficiency with aim
to decrease high false positivity and negative impact on health part of population,
(4) to define recommendations for managing of patients screened as positive

in the 21-hydroxylase deficiency newborn laboratory screening.

CONCLUSION: Newborn laboratory screening in the Czech Republic
detects patients with rare diseases in the early preclinical stages and the level
of this system corresponds with the standard used by many states of the European
Union. The above mentioned outcomes will be used in laboratory and clinical

practice.
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ACTH
ARG
BH4
BTD

CACTD

CAH

CBSD HCU

CF

CFSPID

CFTR

CH
CI
CIT

CPTD I

CPTD II

CR

CSu

DNA

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Adrenokortikotropni hormon

Argininémie (,,Argininemia‘’)
Tetrahydrobiopterin

Deficit biotinidazy (,,Biotinidase Deficiency*)

Deficit karnitinacylkarnitintranslokdzy (,,Carnitine-
acylcarnitine Translocase Deficiency*)

Kongenitalni adrenalni hyperplazie (,,Congenital Adrenal
Hyperplasia*)

Klasickd homocystinurie pii deficitu cystathionin beta-
syntazy (,,Homocystinuria from Cystathionine beta-synthase
Deficiency™)

Cysticka fibroza (,,Cystic Fibrosis®)

Nejasna forma cysticke fibrozy (,,Cystic Fibrosis Screen
Positive, Inconlusive Diagnosis*)

Chloridovy kanal (,,Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator®)

Kongenitalni hypotyredza (,,Congenital Hypothyroidism*)
Konfiden¢ni interval (,,Confidence Interval*)
Citrulinémie (,,Citrulinemia‘)

Deficit karnitinpalmitoyltransferazy I (,,Carnitine Palmitoy!
Transferase I Deficiency*)

Deficit karnitinpalmitoyltransferazy II (,,Carnitine
Palmitoyl Transferase Il Deficiency*)

Ceska republika
Cesky statisticky uiad

Deoxyribonukleova kyselina (,,Deoxyribonucleic Acid*)
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EUNENBS Evropska sit” expertli na novorozenecky screening
(,,European Network of Experts on Newborn Screening*)

FN Fale$na negativita

FP Fale$na pozitivita

FPR Frekvence falesné pozitivity (,,False Positivity Rate®)
T4 Volny tyroxin (,,Free Thyroxine*)

GAI Glutarova acidurie typu I (,,Glutaric Acidemia Type I)
IF Impakt faktor

IRT Imunoreaktivni trypsinogen

IVA Izovalerova acidurie (,,Isovaleric Acidemia“)

KREC Vysetfeni na pfitomnost excisnich krouzki genové

rekombinace segmentil pro imunoglobuliny (,,Kappa-
deleting Element Excision Circles®)

LCHADD Deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogendzy mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem (,,Long Chain L-3
Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase Deficiency*)

LC-MS/MS Tekutinova chromatografie spojend s tandemovou
hmotnostni spektrofotometrii (,,Liquid Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry®)

MCADD Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se
sttedné dlouhym tetézcem (,,Medium Chain Acyl-CoA
Dehydrogenase Deficiency*)

MKN Mezinarodni klasifikace nemoci

MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie (,,7andem Mass
Spectrometry*)

MSUD Leucinéza (,,Maple Syrup Urine Disease)

MTHFRD HCU Homocystinurie pii deficitu methylentetrahydrofolat
reduktazy (,,Homocystinuria from Methylentetrahydrofolate
Reductase Deficiency*)

MZ CR Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky
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NLS
NPH
OR

PAP

Phe

PKU/HPA

PPV
RD

SCID

TREC

TSH

UzIS CR

VLCADD

170HP

Novorozenecky laboratorni screening
Nizka porodni hmotnost (< 2 500 g)
Pomér Sanci (,,0dds Ratio*)

Protein asociovany s pankreatitidou (,,Pancreatitis-
associated Protein®)

Fenylalanin (,,Phenylalanine*)

Fenylketonurie/hyperfenylalaninémie
(,,Phenylketonuria/Hyperphenylalaninemia®)

Pozitivni prediktivni hodnota (,,Positive Predictive Value*)
Vzacna onemocnéni (,,Rare Diseases*)

Tézky kombinovany imunodeficit (,,Severe Combined
Immunodeficiency*)

Vysetieni na pritomnost excisnich krouzkt genové
rekombinace segmentii pro T-bunééné receptory (,,7-cell
Receptor Excision Circles*)

Tyreostimula¢ni hormon

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky
Deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi
dlouhym fetézcem (,,Very Long Chain Acyl-CoA
Dehydrogenase Deficiency*)

17-hydroxyprogesteron
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Obr.3  ZjednoduSeny algoritmus konfirmacni diagnostiky u pacienta
zachyceného v novorozeneckém laboratornim screeningu deficitu
21-hydroxylazy
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Summary

Objectives: Presymptomatic detection of patients with rare diseases (RD, defined by a population frequency
less than 1:2,000) is the task of newborn screening (NBS). In the Czech Republic (CZ) currently eighteen RD
are screened: phenylketonuria/hyperphenylalaninemia (PKU/HPA), congenital hypothyroidism (CH),
congenital adrenal hyperplasia (CAH), cystic fibrosis (CF), medium chain acyl-CoA dehydrogenase
deficiency (MCADD), long chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency (LCHADD), very long chain
acyl-CoA dehydrogenase deficiency (VLCADD), carnitine palmitoyl transferase | and Il deficiency (CPTID,
CPTIID), carnitine-acylcarnitine translocase deficiency (CACTD), maple syrup urine disease (MSUD), glutaric
aciduria, type | (GA 1), isovaleryl-CoA dehydrogenase deficiency (IVA), argininemia (ARG), citrullinemia
(CIT), biotinidase deficiency (BTD), cystathionine beta-synthase-deficient homocystinuria (CBSD HCU),
and methylenetetrahydrofolate reductase deficiency homocystinuria (MTHFRD HCU). The aim was
to analyze the prevalence of RD screened by the NBS in CZ.

Methods: We examined the NBS program in the CZ from Jan 1, 2010-Dec 31, 2017, which covered 888,891
neonates. Dried blood spots were primarily analyzed using fluorescence immuno-assay, tandem mass
spectrometry and fluorimetry.

Results: The overall prevalence of RD among the neonate cohort was 1:1,043. Individually, 1:2,877 for CH,
1:5,521 for PKU/HPA, 1:6,536 for CF (1:5,887 including false negative patients), 1:12,520 for CAH, 1:22,222
for MCADD, 1:80,808 for LCHADD, 1:177,778 for GA |, 1:177,778 for IVA, 1:222,223 for VLCADD, 1:296,297
for MSUD, 1:8,638 for BTD and 1:181,396 for CBSD HCU.

Conclusions: The observed prevalence of RD, based on NBS, corresponds to that expected, more precisely
it was higher for BTD and lower for MSUD, IVA, CBSD HCU, MCADD and VLCADD. Early detection of rare
diseases by means of NBS is an effective secondary prevention tool.



Introduction

Rare diseases (RD) are defined by a population frequency less than 1:2,000 and represent a heterogeneous
group of up to 8,000 disorders [1]. Despite significant therapeutic advances in the treatment of RD, many
patients still suffer from insufficient diagnostics and inadequate care. With a view toward standardizing
and harmonizing evidence-based health practices in the European Union, the Committee of Experts on RD
(EUROCERD, www.eucerd.eu) was established in 2010 [2]. The Government of the Czech Republic (CZ),
through Resolution No. 466 of 14 June 2010, endorsed the "National Strategy for Rare Diseases
for the Years 2010-2020" [3], which summarizes the issue of rare diseases from both the European Union
and CZ viewpoints and proposes a core set of objectives and measures to improve RD diagnosis
and treatment in the CZ. This Resolution includes newborn screening (NBS) as an important area since all
diseases included in NBS are classified as RD and NBS represents a model approach to RD diagnosis
and treatment.

NBS is an effective secondary prevention tool [4], for active population—wide detection of congenital and/or
inherited diseases or defects in the early preclinical stages [5]. The greater the number of neonates
in a region that are screened, the greater the effectiveness of the NBS system. NBS is based on specific
substances concentration measurement in dried blood spots (DBS) on filter paper and in selected probands
on pathogenic allelic variants analysis in the same DBS. The overall NBS system is comprised of a reliable
pre-analytical process (standardization of sample collection, timing, repeated samples, etc.), an analytical
process (selection of laboratory methods, storage and utilization of samples), and a post-analytical process
(protocols or procedures used in positive or unclear findings) [6]. The rules of all these activities are
summarized in the Methodological Guidelines Manual of the Czech Ministry of Health, which defines
the medical “Lege Artis” procedures in the NBS including methods of diagnostic confirmation and subsequent
care of patients detected by NBS [7].

NBS was first implemented in the CZ in 1975, for phenylketonuria/hyperphenylalaninemia (PKU/HPA) [8].
NBS was then expanded: in 1985 for congenital hypothyroidism (CH) [9], in 2006 for 21-hydroxylase
deficiency (congenital adrenal hyperplasia, CAH) [10], in 2009 for cystic fibrosis (CF) [11], and nine other
inherited metabolic disorders (IMD) (i.e., medium chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MCADD), long
chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency (LCHADD), very long chain acyl-CoA dehydrogenase
deficiency (VLCADD), carnitine palmitoyl transferase | and Il deficiency (CPTID, CPTIID), carnitine-
acylcarnitine translocase deficiency (CACTD), maple syrup urine disease (MSUD), glutaric aciduria, type |
(GA 1), and isovaleryl-CoA dehydrogenase deficiency (IVA) [12]). The latest expansion was made in June
2016, when five additional IMD were added, (i.e., argininemia (ARG), citrullinemia (CIT), biotinidase
deficiency ~ (BTD),  cystathionine  beta-synthase-deficient ~ homocystinuria ~ (CBSD ~ HCU)
and methylenetetrahydrofolate reductase deficiency homocystinuria (MTHFRD HCU)).

The aim of this study was to analyze the epidemiology of RD screened by NBS in the CZ between years
2010 and 2017.

Material and Methods

The study (Jan 1, 2010-Dec 31, 2017) was based on results derived from DBS on filter paper that were
collected from the heel pricks and sent to specified laboratories (Table 1) by mail. DBS were taken between
the 48t—72t hour of newborn life. Our epidemiological data show the prevalence of screened RD at the time
of DBS sampling.

The analysis included 888,891 neonates, which covers 100% of the Czech neonatal population (2010-2017).
Data were obtained from newborn screening laboratories (Table 1). DBS were tested for:

(1) thyroid-stimulating hormone (TSH), using fluorescence immuno-assay (FIA; Delfia a AutoDelfia produced
by Perkin-Elmer) for detection of CH [13];

(2) 17-hydroxyprogesterone (17-OHP) for detection of CAH using the abovementioned method [10];

(3) immunoreactive trypsinogen (IRT) for detection of CF using FIA, and from the group with the highest IRT
levels, a subsequent DNA analysis of the CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) gene
was performed (initially 32 and from July 2010 50 common variants were tested using the commercial
Elucigene assays produced by Elucigene Diagnostics) using the original DBS [11];



(4) amino acids and acylcarnitines for detection of IMD were determined using tandem mass spectrometry
(MS/MS) using kits (MassChrom Reagent produced by Chromsystems) and MS/MS instrumentation (API
2000TM, API 3200TM and API 4000TM produced by AB Sciex), namely PKU/HPA, MCADD, LCHADD,
VLCADD, CPTID, CPTIID, CACTD, MSUD, GA |, IVA, ARG, CIT, BTD, CBSD HCU and MTHFRD HCU [14].
Patients with BTD were detected using fluorimetry.

Newborns with positive NBS findings were referred for follow-up to appropriate clinical centres to confirm
the diagnosis using generally accepted diagnostic standards: in cases with a confirmed diagnose patients
started subsequent care [7]. Decision limits for the screened disorders are summarized in Table 2
and confirmatory test criteria in Table 3 [15-19]. The numbers of confirmed diagnoses from NBS were based
on feedback reports from clinical care centres. In cases with unclear results (i.e., between negative
and positive decision limits), disease specific protocols were applied (mostly repeated DBS sampling).
The percentage of number of newborns with a final negative result was presented as the false positivity rate
(FPR). FPR was calculated as the ratio between the number of false positives and the total number
of negatives findings. Positive predictive value (PPV) stated the probability that newborns with a positive
screening test truly had the disease (the percentage of patients with a positive test who actually had
the disease). PPV was calculated as the ratio between the number of true positives and the number of true
positives and false positives findings).

Results
Table 4 shows results of NBS in the CZ from 2010-2017.
Discussion

Terminologically accurate we have quantified prevalence at the age of DBS sampling. Considering that
screened RD are inherited conditions and thanks to NBS can be treated in a timely manner, and based
on anormal life expectancy during childhood, it can be assumed that the prevalence of RD is almost
the same as their frequency and incidence in the general pediatric population. Table 5 summarizes the data
from the literature of other countries relative to the prevalence of RD screened in the CZ [18,20-22].
A comparison with our results leads us to conclude that the prevalence in Czech population is higher
for BTD, but lower for MSUD, IVA, CBSD HCU, MCADD and VLCADD. However, in the case of low
prevalence, the statistical effect of small numbers may occur.

One interesting result was the markedly lower population frequency of CF than reported previously,
i.e., 1:2,700 based on clinical observations in the CZ [23]. The explanation for this difference likely rests
with the increasing effect of prenatal diagnosis and better—informed reproductive decisions [22].

The cause of false negativity in CF NBS is predominantly due to lower IRT levels in CF newborns
with meconium ileus (six cases from 15 false negative patients). While these infants can be detected
clinically, there are nevertheless, a small number of CF newborns that escape detection due to very rare
mutations on both alleles.

The improving efficacy of NBS to detect RD in the CZ was also documented by the increasing cumulative
screening prevalence with the stepwise expansion of screened disorders from 1:2,701 between 2002-2005
to 1:2,072 in 2007-2008 [24], to 1:1,043 in the currently evaluated period (2010-2017). In a comparison
of the number of screened disorders in Europe [25], the CZ ranks better than average. On the other hand,
the achieved high NBS detection levels were associated with an increasing frequency of repeated DBS, with
the current cumulative FPR 0.64 %. FPR impacts the healthy population and can stigmatize neonates
and their families [26]. Reducing the FPR is a challenge and one of the objectives of the NBS system.
From our results, CAH has the highest FPR, with other screened disorders having significantly lower FPR.
An effective way to reduce FPR is by implementation of a secondary analytic tier based on the original DBS:
in the case of CAH for example, using liquid chromatography with MS/MS [27]. Pilot studies looking for ways
to address this issue are in progress abroad and in the CZ.



The greater number of diseases screened by the NBS system corresponds with technological progress
and analytic potential. However, expanding the NBS system can create problems, not only technical, but also
ethic, economic, legislative, and political ones. Current Czech legislation does not allow the nationwide NBS,
which would be primarily based on genome analysis, e.g., NBS for spinal muscular atrophy, although it would
be effective for early diagnosis and therapy [28].

The above—mentioned issues have led to discussions about adding or refining the original criteria of the NBS
system, defined in 1968 by Wilson and Jungner [5]. Every NBS expansion is associated with questions about
the selection criteria. Traditional screening criteria can function as guidelines even if their universal
applicability has been questioned by new biotechnologies and scientific progress. Before adding a new
disorder to the screening panel, it is necessary to evaluate the balance between health benefits and potential
harms [26]. In 2010-2011, the European Network of Experts on Newborn Screening (EUNENBS) created
a questionnaire study and published a list of 26 diseases, which could be included in European NBS system
[29]. The list is divided into basic groups with higher and lower prevalence and candidate groups (Table 6).
Inthe CZ, the study of NBS of severe combined immunodeficiency (SCID) has already been
methodologically prepared [30].

Conclusions

The prevalence of screened RD in the Czech population mostly corresponds with internationally published
data, actually it was found higher for BTD and lower for MSUD, IVA, CBSD HCU, MCADD and VLCADD.

NBS in the CZ detects patients with RD in the early preclinical stages and the level of NBS corresponds
with the standard used by many states of the European Union. NBS in the CZ represents an efficient tool
to improve the quality of care for patients with RD. The next important steps in NBS optimization will be to (1)
examine additional analytical methods to reduce false positivity, (2) consider expanding the list of screened
disorders and (3) discuss decision limits which can detect milder forms, e.g. in CH.
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Table 1: Newborn screening laboratories in the Czech Republic

Imunoanalytic methods
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spectrometry, fluorimetry
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University Hospital Motol,
Prague

Department of Clinical
Biochemistry, University
Hospital Brno

Department of Clinical
Biochemistry, University
Hospital Olomouc

Department of Medical
Genetics, University
Hospital Brno




Table 2: Decision (positivity) limits for analytes detected in dried blood spots (decision limits for amino acids
and acylcarnitines in parentheses are for non-derivatized assays)

Disorder

Analyte

Decision limit (capillary blood)

Congenital hypothyroidism

Thyroid-stimulating hormone (TSH)

TSH = 15.0 mIU/L

Cystic fibrosis

Immunoreactive trypsinogen (IRT) and
CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) gene mutations

IRT >99.0 percentile (65.0 ng/mL) and CFTR
mutation on at least one allele or without
mutation and IRT =200 ng/mL

Congenital adrenal
hyperplasia
(21-hydroxylase deficiency)

17-hydroxyprogesterone (17-OHP)

17-OHP according to birthweight/gestational
age, range 20.0-160 nmol/L, example:
20.0 nmol/l for = 2700 g (= 37 gestational

week)
Phenylketonurial Phenylalanine (Phe) Phe > 120 ymollL and Phe/Tyr ratio > 2.00
hyperphenylalaninemia Tyrosine (Tyr)
Medium chain acyl-CoA Octanoylcarnitine (C8) C8 > 0.40 (0.50) umol/L and C8/C2 ratio
dehydrogenase deficiency Acetylcarnitine (C2) > (.02 (0.03) umol/L

Long chain 3-hydroxyacyl-
CoA dehydrogenase
deficiency

Hydroxypalmitoylcarnitine (C160H)
Hydroxyoleoylcarnitine (C18:10H)

C160H > 0.10 ymol/L or C18:10H > 0.10
(0.07) ymol/L

Very long chain acyl-CoA

Tetradecenoylcarnitine (C14:1)

C14:1>0.55 (0.40) ymol/L and C14:1/C2

dehvdrogenase deficienc Acetylcarnitine (C2) ratio > 0.03 and C14:1/C16 ratio > 0.26
ydrog y Palmitoylcamnitine (C16) (0.15)
Free carnitine (C0)
" . ; " C0>60.3 (57.0) pmol/L and C0/(C16+C18
Carnitine palmitoyl Palmitoylcarnitine (C16) ratio > 25 0( (29 ()))uand (C16+C18('1)/CZ ratiZ)
transferase | deficiency Oleoylcarnitine (C18:1) ' e 0.10 '
Acetylcarnitine (C2) '
Carnitine palmitoyl . "
transferase Il deficiency Iz)e:lamolt%)g?;;?rlgn(%g%?f )) C16 > 5.06 (7.00) pmol/L and
Carnitine-acylcarnitine Acgt \camitine (C2.) (C16+C18:1)/C2 ratio > 0.35 (0.48)
translocase deficiency Y
Glutarylcarnitine (G5DC)
o Y C5DC > 0.40 (0.60) pmol/L and C5DC/C8
Glutaric aciduria type | Octanoylcarnitine (C8) .
Palmitoylcarnitine (C16) ratio > 540 (C5DC/C16 > 0.40)

Leucine (Leu)
Isoleucine (Isoleu)

Hydroxyproline (Hyp)

Leu + Isoleu + Hyp > 270 umol/L (Leu > 260

Maple syrup urine disease Alanine (Ala) pmol/L) and Leu/Ala ratio > 1.40 (1.25)
Valine (Val) or Leu + Val/Phe + Tyr>3.79
Tyrosine (Tyr)
Phenylalanine (Phe)

Isovaleryl-CoA
dehydrogenase deficiency

Isovalerylmethybutyrylcamitine (C5)

Free carnitine (CO0)

Propionylcamnitine (C3)
Octanoylcarnitine (C8)

C5>1.00 (0.60) umol/L and
C5/CQO ratio > 0.03 and C5/C3 ratio > 0.39
(C5/C8 ratio > 20.0)

Citrullinemia

Citrulline (Cit)
Ornithine (Om)
Phe (Phenylalanine)

Cit > 70.0 (56.0) umol/L and Orn/Cit ratio
<2.09 (2.51) and Cit/Phe ratio > 0.95 (0.81)

Biotinidase deficiency

Biotinidase serum activity

Biotinidase serum activity < 30.0% than
median of health population

Cystathionine beta- Methionine (Met) Met > 33.0 (36.4) umol/L and Met/Phe ratio
synthase-deficient Phenylalanine (Phe) >0.58 (0 '41) aﬁd Heys > 12.0 (15.0) pmollL
homocystinuria Homocystein (Hcys) ' ' ) '
Methylenetetrahydrofolate Methionine (Met) Met < 7.00 umoliL or Met/Phe ratio < 0.15
reductase deficiency Phenylalanine (Phe) 0 10).an d Heys > 12.00 (15.0) pmol /L
homocystinuria Homocystein (Hcys) ' y ' o
P grrr?l't’;]'l’:]z ((/(*)r?n)) Arg > 60.0 (63.0) pmol/l and Arg/Om ratio

Phenylalanine (Phe)

> (.75 (0.40) and Arg/Phe ratio > 1.02 (0.98)




Table 3: Confirmatory test criteria for screened disorders

Disorder

Definition (venous blood sample)

Congenital hypothyroidism

Thyroid-stimulating hormone (TSH) > 8.00 mIU/L or
free thyroxine (fT4) < 12.0 pmol/L

Cystic fibrosis

Sweat test > 60.0 mmol/L or 30.0 - 59.0 mmol/L and two pathogenic
mutations in cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) gene

Congenital adrenal hyperplasia
(21-hydroxylase deficiency)

Basal level of 17-hydroxyprogesterone (17-OHP) above reference range
and/or positive cosyntropin test and casual mutation in CYP21A2 gene

Phenylketonuria/hyperphenylalaninemia

Phenylalanine (Phe) > 120 umol/L

Medium chain acyl-CoA dehydrogenase
(MCAD) deficiency

Octanoylcarnitine (C8) and acetylcarnitine (C2) above reference range,
and MCAD deficiency or two pathogenic mutations in ACADM gene or
decreased fatty acid oxidation (FAQ) in lymphocytes

Long chain 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase (LCHAD) deficiency

Hydroxypalmitoylcamitine (C160H) and hydroxyoleoylcarnitine
(C18:10H) above reference range, and LCHAD deficiency or two
pathogenic mutations in HADHA gene or positive BOX in lymphocytes

Very long chain acyl-CoA dehydrogenase
(VLCAD) deficiency

Tetradecenoylcamitine (C14:1) and acylcarnitine (C2) and
palmitoylcarnitine (C16) above reference range and VLCAD deficiency
or two pathogenic mutations in ACADVL gene or decreased FAO

in lymphocytes

Carnitine palmitoyl transferase (CPT) |
deficiency

Free camitine (C0) and palmitoylcamitine (C16) and oleoylcarnitine
(C18:1)and  acetylcarnitine (C2) above reference range and CPT |
deficiency or two pathogenic mutations in CPT IA gene or decreased

FAQ in lymphocytes

Carnitine palmitoyl transferase (CPT) Il
deficiency

Palmitoylcarnitine (C16) and oleoylcarnitine (C18:1) and acetylcamitine
(C2) above reference range, and CPT Il deficiency or two pathogenic
mutations in CPT2 gene

Carnitine-acylcarnitine translocase (CACT)
deficiency

Palmitoylcarnitine (C16) and oleoylcarnitine (C18:1) and acetylcarnitine
(C2) above reference range and CACT deficiency or two pathogenic
mutations in SLC25A20 gene

Glutaric aciduria type |

Glutarylcarnitine (C5DC) and octanoylcarnitine (C8) and
palmitoylcarnitine (C16) above reference range and glutaryl CoA
dehydrogenase deficiency or two pathogenic mutations in GCD gene

Maple syrup urine disease

Leucine (Leu) and isoleucine (Isoleu) and hydroxyproline and alanine
(Ala) and valine (Val) and tyrosine (Tyr) and phenylalanine (Phe) above
reference range and branched-chain ketoacid dehydrogenase (BCKAD)
deficiency or two pathogenic mutations in BCKDHA gene or BCKDHB
gene or DBT gene

Isovaleryl-CoA dehydrogenase deficiency

Isovalerylmethybutyrylcamitine (C5) and free carnitine (C0) and
propionylcarnitine (C3) and octanoylcarnitine (C8) above reference
range and isovaleryl CoA dehydrogenase deficiency or two pathogenic
mutations in /VD gene

Citrullinemia

Argininosuccinate synthase deficiency or two pathogenic mutations
in ASS1 gene

Biotinidase deficiency

Biotinidase deficiency or two pathogenic mutations in BTD gene

Cystathionine beta-synthase-deficient
homocystinuria

Cystathionine beta-synthase deficiency or two pathogenic mutations
in CBS gene

Methylenetetrahydrofolate reductase
deficiency homocystinuria

Methylenetetrahydrofolate reductase deficiency or two pathogenic
mutations in MTHFR gene

Argininemia

Arginase deficiency or two pathogenic mutations in ARG7 gene




Table 4: Results of newborn screening in the Czech Republic from 2010-2017

Number of Number of
Disease Period screened confirmed Screening Number FPR,, PPV
neonates di . prevalence of FP (n) | total (%)
(n) iagnosis (n)

PKU/HPA 161 1:5,521 238 0.0268 | 0.40
CH 309 1:2,877 197 0.0222 | 0.61
CAH 71 1:12,520 3696 04158 | 0.02
CF Jan1, 136 1:6,536 967 0.1088 | 0.12
MCADD 2010- 888 891 40 1:22,222 17 0.0019 | 0.70
LCHADD Dec 31, ’ 11 1:80,808 4 0.0004 | 0.73
VLCADD 2017 4 1:222,223 62 0.0070 | 0.06

CPTID 0 - 29 0.0033 -

CPTIID/CACTD 0 - 2 0.0002 -
MSUD 3 1:296,297 90 0.0101 | 0.03
GAl 5 1:177,778 29 0.0033 | 0.15
IVA 5 1:177,778 75 0.0084 | 0.06

ARG 0 - 1 0.0006 -

cIT o 0 : 10 00085 | -
BTD Dec 31 181,396 21 1:8,638 34 0.0187 | 0.38
CBSD HCU 2017 1 1:181,396 10 0.0055 | 0.09

MTHFRD HCU 0 - 3 0.0017 -
Total 767 1:1,043 5,464 06387 | 0.12

Note: 15 CF patients escaped screening detection in the reference period. The corrected prevalence is 1:5,887.

Abbreviations: ARG: argininemia, BTD: biotinidase deficiency, CACTD: carnitine-acylcamnitine translocase deficiency,
CAH: congenital adrenal hyperplasia, CBSD HCU: cystathionine beta-synthase-deficient homocystinuria, CF: cystic
fibrosis, CH: congenital hypothyroidism, CIT: citrullinemia, CPTID: camitine palmitoyl transferase | deficiency, CPTIID:
carnitine palmitoyl transferase Il deficiency, FN: false negativity, FP: false positivity, FPR: false positive rate, GA I:
glutaric aciduria type | (glutaryl-CoA dehydrogenase deficiency), IVA: isovaleryl-CoA dehydrogenase deficiency
(isovaleric acidemia), LCHADD: long chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency, MCADD: medium chain acyl-
CoA dehydrogenase deficiency, MSUD: maple syrup urine disease, MTHFRD HCU: methylenetetrahydrofolate
reductase deficiency homocystinuria, PKU/HPA: phenylketonuria/hyperphenylalaninemia, PPV: positive predictive
value, VLCADD: very long chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency.




Table 5: Literary data on prevalence of screened rare diseases [18,20-22]

Disease Prevalence
CH 1:2,600
PKU/HPA 1:2,000-1:10,000
CF 1:3,000-1:13,500
CAH 1:14,000
MCADD 1:15,000
CBSD HCU 1:60,000
BTD 1:30,000-1:60,000
CIT 1:40,000
LCHADD 1:100,000
IVA 1:100,000
MSUD 1:150,000
VLCADD 1:11,000-1:100,000
CPTIID 1:100,000
ARG 1:1,000,000
CPTID 1:1,000,000
CACTD 1:1,000,000
GAl Unknown
MTHFRD HCU Unknown

Abbreviations: ARG: argininemia, BTD: biotinidase deficiency, CACTD: carnitine-acylcamitine translocase
deficiency, CAH: congenital adrenal hyperplasia, CBSD HCU: cystathionine beta-synthase-deficient
homocystinuria, CF: cystic fibrosis, CH: congenital hypothyroidism, CIT: citrullinemia, CPTID: carnitine palmitoyl
transferase | deficiency, CPTIID: carnitine palmitoyl transferase Il deficiency, FPR: false positivity rate, GA I:
glutaric aciduria type | (glutaryl-CoA dehydrogenase deficiency), IVA: isovaleryl-CoA dehydrogenase deficiency
(isovaleric acidemia), LCHADD: long chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency, MCADD: medium
chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency, MSUD: maple syrup urine disease, MTHFRD HCU:
methylenetetrahydrofolate reductase  deficiency ~ homocystinuria, PKU/HPA: phenylketonuria/
hyperphenylalaninemia, VLCADD: very long chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency.




Table 6: Recommendation of diseases for newborn screening in Europe [29]

Basic group

Diseases with higher prevalence Diseases with lower prevalence Candidate group

BD, CPTIID, CACTD, GA Il, HMGD,
HCSD, HCU, IVA, BKT, LCHADD, LSD,
3MCC, TYR I, TYR I, TYR Ill, VLCADD,

vitamin B12 deficiency, SCID, CMV

PKU/HPA, CH, CAH, CF, MCADD,

Th MSUD, GA |, GAL

Abbreviations: 3MCC: 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase deficiency; BD: biotinidase deficiency; BKT: B-ketothiolase
deficiency; CACTD: carnitine-acylcarnitine translocase deficiency; CAH: congenital adrenal hyperplasia; CF: cystic
fibrosis; CH: congenital hypothyroidism; CMV: congenital cytomegalovirus infection; CPTIID: carnitine palmitoy!
transferase Il deficiency; HCU: homocystinuria; HCSD: holocarboxylase synthetase deficiency; HMGD: HMG-CoA lyase
deficiency; GA |, II: glutaric aciduria type I, Il; GAL: galactosemia; IVA: isovaleryl-CoA dehydrogenase deficiency;
LCHADD: long chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency, LSD: lysosomal storage disorders; MCADD: medium
chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency; MSUD: maple syrup urine disease; PKU/HPA:
phenylketonuria/hyperphenylalaninemia; SCID: severe combined immunodeficiency; Th: thalassemia; TYR I, I, Il
tyrosinemia type |, Il, lll; VLCADD: very long chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency.
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Abstract
Neonates with low birthweight (LBW) represent a vulnerable population. This retrospective study analyeed the birth
frequency of diseeses detected by neonetal screemng (NBS) m normal and LBW neonetes in the Crech Republic.
Between years 2002 and 2016, the number of screened disorders in the Ceech Republic gradually mereased from two
to 13, Prevalence of screened diseases was calouluted for cohorts ranging from 777,100 to 1,277,283 necnates stratified
by birthweight. Odds ratio of the association of LBW with each disease was caloulated and statistical significance was
eviluated using the chi-square test or Fisher's exact test, as appropoate. Three diseases were associeted with higher nisk
of prevalence in LBW neonates, nemely congemtal hypothyroudism (OR 2.50, CI 1.92; 3.25), cystic fibrosis (OR 2.44,
Cl1.51; 3.94), and long chan 3-hydroxvacyl-CoA dehydrogenase deficiency (LCHADD) (OR 7.74, CL 2.18; 27.42).
Conclusion: Although the underlying mechanisms are not well understood, results can be hypothesteed that LBW {mespec-
tively prematurity) may lead to the secondary and often trensitory hypothyroidism while cystic fbrosis and LCHADD may
manifest elready prenatelly end result mto preterm birth and LEW.
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What is Known:

+ The percentage of lew birthweight (LBW) neonates in the Coech Republic hay been increasing.
* Previowsly published studic reported positie avociation between LEW and congenital kypothyroidiim and optic s

Wt is New:

* The aeociation between LCHADD and LEW has not et been deseribed.

 LBW can be the first manifesiaion of cystic fihrosis and LCHADD,

Keywords Conpenital hypothyrotdism - Cystic fibrosts - Long chain 3-hvdrosyacyl-CoA dehvdrogenase deficiency - Low

birthweight - Neonatal screening

Abbreviations

17-0HF  17-Hydroxyprogesterone

CACTD  Carniting-acylcamnitine translocese deficiency

CFTR Cystic Nibrosis transmembrane conductence
regulitor

CAH Congenital adrenal hyperplasia

CF Cystic fibrosis

CH Congenital hypothyroidism

Cl Confidence interval

CPTID Carniting palmitoy] trunsferase [ deficiency

CPTIID Carniting palmitoy] trensferase [T deficiency

GAl Gluterie aciduna type | (glutary]-CoA dehydro-
penase deficiency)

IMDs Inherited metabolic disorders

IRT Immunoreactive rypsinogen

Iva lsovaleryl-CoA dehydrogenase deficiency
(isovalenc acidermia)

LEW Low birthweight

LCHADD  Long chein 3-hydroxvacyl-CoA dehvdrogenase
deficiency

MCADD  Medium chain acyl-CoA dehydrogenase
deficiency

MSMS  Tandem mass spectrometry

MSUD Maple syrup unne disease

MBS Neonatal screening

OR (dds ratio

PK U/ Phenylketonuriahyperphenylalaninemia

HPA

TSH Thyroid-stimulating hormone

VLCADD Very long chain acyl-CoA dehydrogenase
deficiency

Introduction

Rare diseases represent a group of 0008000 disorders with
population frequency less than 1:2000. Neonatal screening
(NBS) 15 a prevention program for early detection and eff-
cient treatment of selected rare diseases. NDS 15 bused on
analyang the concentration of specific substences or demeon-
sirating pathogenic allelic varants using dned blood samples.

@ springer

Owverall, the NBS progrem 15 comprised of several steps,
namely a consistent pre-analytical process (e.g., standardiza-
tion of sample collection, Gming, repeated samples), a reliable
anelytical step {laboratory methods selection, storage, and uti-
lzation of samples), end a patient-centered post-analytical
process (protocols or pathways used in case of positive or
uneleer indings).

In the Czech Republic, NBS expmded graduelly, starting
with phenylketonuriahyperphenylalininemia (PKUHPA) in
1975 and addition of congenital hypothyroidism (CH) in
1985, followed by congenital adrenal hyperplasia (CAH)
2006, and cystc fibrosis (CF) and nine inherited metabolic
disorders (IMDs) in 2009, The latest expansion occurred in
June 2016, when five additional IMDs were added; however,
these are not the subject of this study.

The percentage of low birthweight (LBW) neonetes (defined
a5 4 bithwelght < 2500 g) in the Ceech Republic has been
slowly mereasing over the past two decades. In 1975 6.20%
neonates were borm with LBW, in 1985 5.64%, in 1995 5.48%,
in 2005 6.72%, and by 20135, the proportion of neonates with
LBW had risen 1o 7.76% secordmg to data of te Institute of
Health Information and Statisies of the Caech Republic, This
trend 1% due to, e, ncreasing ege of mothers at delivery and
associated comorbadities, and the general medical progress with
increasing number of children concetved through m vitro fer-
tliztion, higher number of children from multiple pregnancies,
and mmprovement in permetology care [1, 2].

Previowsly published studies reported positive essociation
between LBW and CH [3, 4] and CF [5] but we did not find
any reports on previlence of LEW for other disorders screened
by MBS, Conseguenly, the aim of this study was to analyze
the prevalence of diseases screened by the NBS strabfied by
birthweight in necnates bom m the Cech Republic between
yeers 2002 and 2016

Materials and methods
The monitored penod, from January 1, 2002 41l December 31,

2016, included three phases of NBS expansion. Dned blood
spots were collected from the heel pricks of neonates and sent
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to specified luboratories by mal, In the first phase (Januery
2002-January 2006}, blood spots were taken between the
120th and 168th hour of neonatal life, i the second phese
(February 2006-September 2009} between the 72nd and
G6th hour, and in the thind phase (October 2009-December
2016} between the 48th end 72th hour of neonatal life. Data on
birthweight were availeble for 1,277.283 neonates (see
Teble 1} but information on gestational ape was not available,

Dmed blood spots were analyzed as follows:

)

this group with the hghest IRT levels, & second ter test-
ing of pathogenic variants in the CFTR (cystic fibrosts
transmembrane conductance regulator) gene was per-
formed (mitielly 32, then later 50 of the most frequent
mutations were lested for using the Elucigene CF-
EUITM essay, Elucigene CF-EU2TM produced by
Elucigene Diagnostics, Citylabs, Manchester, UK) in
the original dried blood spots [8];

gmino acids and seyleermtines for detection of [MDs
were determined by tandem mass spectrometry (MS/

(1} thyrond-stmulating hormone (TSH) was determined using M3} using kits (MassChrom® Amimo Acids and
fluorescence immunosssay (Delfia® a AutoDelfia® pro- Acyleamities from Deed Blood - LC-MSMS, dervatized
duced by Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA) for detec- and non-derivetized assavs produced by Chromsystems,
tion of CH [&]; Grafelfing, Germany) and MSMS instrumentation (AP

(21 17-hydroxyprogesterone (17-0HP) for detection of 2000TM, AP 32007, and APT 4000TH produced by
CAH (1,196,387 neonates, from February 2006 to AB Sciex, Prague, Caech Republic). In the penod 2010~
2018y was analyeed as above [7]; 20186, u total of 777,100 neonates were screened for MDs,

(3} immunoreactive trypsinogen (IRT) for detection of CF namely PRKUHPA, medium cham acyl-CoA dehydroge-
was measured using AutoDelfin® (798,187 neonates nase deficiency (MCADD), long chain 3-hydmoxyacyl-
(October 2009-2016}). In 8241 (1.03%) neonates from Cod dehydrogenase deficiency (LCHADD), very long

Table1 Meonatal serecning in the Canch Republic 2002-2016: susnbers of sereened neonates, neonates with a coaflrmed diagnosis, and noonates with

a low birthweight (LEW)

Moonales sereenad Wianates detected

Fenod Tiital With LEW Tioal number with Mumibser with

confirmned disgnosis LBW

Congenital bypotiyroudism

H02-2006 1,277 283 94 463 403 a7

Conperital adreral hypemlasia

ode-01e 1,196,387 #0811 100 g

Cystie fibrosis

H09-2016 TA8, 187 G0.477 120 20

Pherylketonursabyperpheybalaninemia

Hoio-ole T 61638 13% 13

Medinm chain acyl-CoA dehvwdropenass deficiency

2010-2016 7,100 61,638 36 2

Long chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficency

Hoio-ole T 61638 10 4

Cilutare acuduria type [

Hoio-ole T 61638 5 1

lsovaleryl-Cod dehydrogenase deficiency

2010-2016 7,100 61,638 4 il

Mery long chain aeyl-CoA debydropenase deficiency

2010-2016 7,100 61,638 2 il

Magle syrup usine disease

2010-2016 7,100 61,638 2 il

Carnitine paleatoy] transferase | and 1T deflciency

Hoio-ole T 61638 0 il

Carnitine—acylcamitine translocases deficiency

2010-2016 7,100 61,638 0 il

it -
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chan acyl-CoA dehydrogenase deficency (VLCADD),
camitine palmitoy] transferase [ and [ deficiency (CPTID
and CPTIIDY, camibine-geylcamitme translocase deficiency
{CACTD), maple synup urme disease (MSUD), glutanc
wcichria, type [{GA T, and sovaleryl-Cod dehydrogenase
deficiency (TVA) [9].

Neonetes with positive NBS findings were refermed for
follow-up to appropriate chmcal departments, In the studied
period, all screening positive petients underwent confimmatory
testmg, Diggnoses were confimmed wsing generally accepted
diagnostic algorithms and neonates with a confirmed diagno-
s1s received approprate climcal care, Decsion hmits for the
sereened disorders are summartzed in Tables 2 and 3, confir-
matory test criteria in Table 4 [10-14]. The numbers of

Table2 Decision limits for analytes measured in dried blood spots

confirmed cases detected by NBS were based on the feedback
from clindcal departments.

Prevalence of each of the screened diseases among neo-
nates with normal and LEW (bitthweight < 2500 g) was com-
pared statstcally in a retrospective study. Risk of association
of LBW with each disease was caleulated as the odds ratio
{OR) with 95% confidence intervel (CI); the statistical sigmf-
icance was tested using the chi-squere test {critical value for 1
degree of reedom, 3.84) or Fisher's exact fest as eppropriate,

Results

[n the neonate cohorts of varying siee (for details, see Table 1),
we identified 403 patients with confirmed CH (17% with

Disoeder Analyte Decision bienit {eapillary blood
Congenital hypothyroudsem Thyread-stimlating homene  TSH = 150 ml UL
{T5H)
Cystic: flrosis IEnFnumarcactive ypsinogen IRT =99, pereemiile (650 ng'ml) and CFTR mutation on least ope allele
{IKT)
Congenital sdreesl hypemlasia 1 T-rydrootypeogesteromne 1T-0HP according 1o bisthweight, ses Table 3
{17-0HF)
Phenyltketonunabyperpherylalaninemia  Phenylalaine (Fhe) Phe =120 penolL and PheTyr mito = 2,00
Tyrosine (Tvr)
Muidiurn chain acyl-Cod debydropenase Octanoylcamitine (C85) C8 = 040 (0.530) pmolL and CRC2 ratio = 0,02 (0.08) pmol L
deficieney Acetylearmitine (C2)
Long chain 3-hydoxyacyl-Coa dely-  Hydreotypalmiroyleamitine C160H = 000 (007 wemolL or CLEIOH = 000 (0005) wmolL
dropenase deficiency {C160H)
Hydroxyoleovleamitine
(181 0H)
Very long chatn acyl-Cod debydroge-  Tetradeecsoylearnitine (C14:1)  Cl4el = 0,55 (0300 mol L and C14: 152 ratio = 0.03 and C14:1/C16
nase deficiency Acyleamitine (C2) satio > 026 (0.15)

Palmitoylcamitine (C16)

Camitine paleatoy] tramsferase [ Free carnitme (C0)

deficiency Palmitoylcamitine (C16)
Oloylearmting (C15:1)
Acetylearmitine (C2)
Carnitine palerdtoy] transferase [0 Palmitoylcarmitine (C16)
deficiency Oleoylearntine (C15:1)
Camitine-seylcamiiine transbocase Acetylcamitine (C2)
defleicney
(ilutarse aciduria vpe [ Gilutasyleamitine (G3DC)
Octarsylcamnitine (C8)
Palmitoyleamitine (C16)
Magle syrup unne dissase Leueane (L)
Ispbeuctne {Tsolew)
Hydrowyproline (Hyp)
Alanine (Ala)
Valine (Val)
Tyrosine (Tvr)
PMhenylalanine (Phe)
Isovaleryl-Cos dehydrogenase Isovalerylmethybutyrylcamitine
defbcieney (i25)
Free camitine (C0)
Propiosylcanitine (C3)
Octarsoylcamiting (C8)

0 = 60,2 (400} pemolL and COACLEHCTR) ratio = 2300 and (C16+
CLE1VC2 ratio < 010

Cl16 > 5.0 (R00) wmol L and (C1o+CIRIMED mbo = 055 (0.45)

CADC =040 (0.38) gmolL and CIDCCE mte = 340 (CSDC 1A
= 0A0)

Liu + [solew + Hyp= 270 pmolL (Lo = 300 pmolL) and Lew'Abs ratio
= 140 (1.300 or Lew + ValPhe + Tyr =379

C5 = 1 {060y wmolL and C300 mto = 003 and CHCS ratio > 039
{CSCH ratio = 11.0)

*Decision limits for amino acids and scyleamitines in pareatheses ane for the non-derivatized assays
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Table3 Dicision lmis for congential adrenal hyperplasia jused fom 2009)

17-hydroxyprogesterone (rmolL i capillary blood) according to sample dming (in posinatal bours)

Cieatatonal ape (woeks)  Binhweight (g)
£17 <900

I Qo0-10949
14 1100-125%
i 1300-1499
1 1300-1699
12 1700-1 899
13 1900-2099
34 002299
13 3002499
kT 1500-2699
=37 22700

048 48-12 1120
180 137 124
137 117 110
17 100 4.0
i 5 B0.0
#4.0 7.0 610
W0 0.0 6.0
50 420 460
46.0 400 7o
70 310 300
£l 30.0 250
il 200 200

Diecigicit likits between 2006 and 2009 were approximately 200 higher due w the use of different kits and later sasmple collection

LEW), 139 patients with confirmed PKUHPA (9% with
LBW), 120 patients with confirmed CF (17% with LBW),
100 patients with confirmed CAH (8% with LBW), 36

patients with confirmed MCADD (6% with LEW), 10 pa-
tients with LCHADD (40% with LBW), 3 patients with GA
[ (20% with LBW), 4 patients with [VA (0 with LBW), 2

Table 4 Criteria for confimation of sereened disorders

Disoeder Drefinition (vemoes blood sample)

Compenital hvpothyrondism Thyroid-stissalating borssone (TSH) > 800 mlLUL of free tyroxing (T4} < 12.0 prolT

Cyatie fibrosis Szt fest = GO0 mmolL or 30.0-50.0 merolL and two pathopenic mutstons in cysie fbposis
tramsmembeane conductanee regulator {CFTR) genc

Congenital adrersl hyperplasia Basal level of 1 7-hydroxyprogesterone (17-0HF) above reference range and'oe positive cosymiregin

Phenylketorursabyperphenylalaninemia

Mediam chain acyl-Cod defrvdropeaass
(MCAD) defleicney

Long chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydroge-
st (LCHAD) deficiency

Very long chain acyl-CoA debydropenase
(VLCAL) deficiery

Carnitine paleitoy] transferase (CFT) | deft-
ey

Carnitine palmatoy] transferase (CPT) I defi-
ciengy

Carnitine-acyleamiting transbocass (CACT)
deficiciey

Cilutarie aciduria tvpe [

Magle syrup usne disease

Isovalery]-Cod dehydrogenase defichency

test ard casaal mutation in CYP2IAZ gene

Phenwvlalanme (Phe) = 120 ol

Cretanoylcamiting (C8) and acetylearnitine (C2) above reference range, and MCAD defieieney o two
pathogeiic mutatons in ACADM peae or decreasad futty acid oxidation (FAQ) in lvmphocytes

Hydroxypalerdioylearmiting (C150H) and hydoxyoleoyleamiting (C15:10H) above reference range,
and LCHAD deficiency o owo pathopenie mutations m HADHA gene deercased FACQ in Lymgho-
[y 1)

Tetradecenoyearmime (C1:4:1) and scetylearmitine (C2) and palmitoyleniing (C16) above seference
range, and VLCAD deficwncy or two pathogenic mutations in ACADVE gene or deeressed FAD in
ymplocyvies

Free cammitine (C0) and palmitoyvlecamiting (C18) and obeoylearmitine (C18:1) and acetyleamitine (C2)
above reference range, and CPT | deficicacy of two pathogeric mustations i CPT A pene o
dicressed FAQ in bymphocyvies

Palrmtoylearmtine (C16) and obeoyleanitime (C18: 1) and scetyleamiting (C2) above reference range,
and CPT 11 deficiency of two pathogenic mutstors in CPT2 gene

Palrmitoylearmitine (C16) and abeoylearmiting (C18:1) and scetylearmitine (C2) above reference rangs,
and CACT deficiency or two pathogenic mutations m SLC2A 20 pene

Glutaryleamitine (G5 DC) and octapoylcamitine (C8) and palsatoyleamiting (C16) above refeneios
range, and gltary] Cod debydmogenase deficiency of two pathogenic avitations in OO gene

Leugine {Lew) and isolencine ([solew) and bydrosvpeolme and alanive (Ala) and valine (Val) and
tyrosine { Tye) and phenylabanime (Plie) above reference range, and beanched-chain ketoacid deby-
drogenase (HCKAD) deficiency o two pathogenie mutations in BCEDHA gene or BCKOHE pene
or DET gene

Isovalerylmethybutyrylcamiting (C5) and free camiting (00} and propionyleamitne (C3) and
octanylcasiting (C8) above feference range, and sovaberyl CoA dehwdrogenase deficiency of two
pathoptitic mutsbons in /YD gene

ﬁ Springer



Eur J Pediatr

Table 5 Mean, median, and

range of birttraeight in neorsies Disorder Mear (g) Mediar (g) Range (g}

with conflrmed diagnosis
Congenital bypothyroidsm 3075 3200 F30-5600
Comgenital adrena] hypesplasia 3318 3350 11504715
Catic flwosis e 3130 BO0-4000
Phenylketonuriahyperphenylalaninemia 123 kgl Tai—450
Medinm chain scyl-Cod debydropesse deficiency 3032 310 15204000
Lotig chain 3hvdeoyacyl-Cod dehydsogenase deficiency 2400 s 12803720
Cilutarie aciduria type [ 3030 1550 16703830
larvaleryl-Cod debvdsogenase deficiency 3040 006 IR0-3340
Wery long chain scyl-CoA debydropenase deficiency 3020 020 2800320
Maple syrup urine discase 3790 178 I7R0-3800

patients with VLCADD (0 with LBW), and 2 patients with
MSUD {0 with LBW). Birthweight of the patient cohorts
(meen, median, end range) ene shown in Table 5.

We observed a higher prevalence of three of the screened
diseases in neonates with LBW (see Fig, 1 A statstically
significent increased nisk of LBW was found for CH (OR
2,50, CT 1.92; 3.25), CF (OR 2.44, CI 1.51; 3.94), and
LCHADD (OR 7.74, CI 2.18; 27.42). The risk of LBW was
not assoctated with the other screened diseases, 1e., CAH and
other IMDs (see Fig. | and Table &),

Discussion

Our study showed a positve association between LBW and
frequency of CH, CF, and LCHADD, 115 unclear whether the
LBW in these patients was due to hypotrophy of the feuses
borm in term or whether the newbomns were delivered preterm.

Unfortunately, assoctation of the screened disorders with ges-
tational ape could not be evaluated in this study due to paucity
of data on gestational age. [t has been demonstrated that LEW
15 primarily & conssquence of prematurity [15]. In our opimon,
it 15 possible to apply this association to prematurty (gesta-
tienal age < 37 weeks) considenng discrepencies due to nor-
mal percentile distrbution of birthweight and pestational age,
Thus, the large for gestational age neonetes (bithweight =
90th percentile) would strengthen this assoctation while the
small for gestabonsl ape neonates (birthweight < 10th percen-
tile) would weaken it.

The cause-gnd-effect relationship of associations between
LBW and nisk of the three diseases 15 unclear. The higher
incidence of these disorders may be secondary 1o LBW (or
premeturity), or conversely LBW and prematurity may be a
result of the prenatel onset of the disease in the fetus.

Previously published deta reported positive association be-
tween LBW and CH [3, 4]. The problem of thyroid axis

Disease OR 85% CI

Caongenital hypathyroidism 250 192-3.25 B

Cystic fibrosis 244 151-3M —

Conganital adrenal hyperplasa 107 0.52-2.1 ——

PELIH™A * 1.20 0.68-212 ——

MCADD * 0.8 0.16-2.84 =

LCHADD : 7.74 2.18.2742 ——
GAl ¢ 2590 0,32 - 25 96 - >

Fig. 1 Risk of screcned disorders in low birtvweight neonstes. Astensk
indicates pheaylketonunahyperphenylalaninemia, dapger indicates
rnedium chain acyl-CoA debydrogenase deficiency, double dapper

‘E Springer
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Table & Stsimueal evalustion of differcncss in frequency of disoeders between neonates with normal and low binbweght

Statistical sigmficance of differcrcs

Disosder QR
Comperital hvpothyroudsm 230
Cystie fibroais 144
Congenital adrersl hypesplasia L7
Pheylketorunabyperphernylalaninemia 1.20
Muidium chain acyl-CoA debvdropenase deficiency .68
Long chain 3-hydroxyacyl-Cod dehydrogenase deflicency 14
(ilutare aciduria type [ 190

93% CI Chi-sguare Fisher's exact rest
1.92-325 <0001 -

1.51-3.94 <0001 -

052221 0852 -

68-2.12 0.535 -

018284 - (445

Lig-2742 - 0.005

0.32-2596 - 0339

dysbalances in preterm born or LBW neonates has multiple
aspects. [t is necessary Lo take into eccount both thyroidal end
extrathyroidal factors {eg., reduced secretion of thyroliberin,
reduced reaction of thyroid gland to TSH stimulation, imma-
ture orgentzational mechanisms of the thyrod gland, reduced
peripheral conversion of thyroxin to trhodothyromne and
others), keeping in mind that these dysbalances are often tran-
sient [16]. Higher prevalence of CH in LBW neonates can be
explained by a higher incidence of the transient forms in these
patients compared to neonates with normal bithweight [17,
18]. Thas fact emphasizes the importance of reevaluation of
the thyroid axis efter 3 vears and follows the recommendation
of the European Society for Pediatric Endocrmology [10].
Previously published date reporied 28% of transient cases
among children with CH [19]. The above facts strongly sug-
grest that CH does not lead 1o preterm delivery and/or LBW (in
comtrast to congemtal hyperthyrosdism) [20] and lend support
to the hypothests that LBW newboms ere et higher nsk of
developing CH. On the other hand, it is important to keep in
mind that LBW neonates with CH can be conversely at higher
risk of false negativity due to delayed TSH increase [21], end
that rescreening is 4 suitable option to detect such patients
[22).

Previously published studies also reported positive assocl-
ation between LBW and CF with a relative nisk of 2.66 [5].
Since CF 15 & genetic disorder, LBW cannot produce muta-
tons n the CFTR gene and cannot be the cause of this auto-
sommal recessive disease, It hes been hypothestzed that CF can
affect intrauterine growth through several mechanisms, The
fetus itself may be affected by pancreatic msufficiency [23].
Moreover, the maternal contribution to premeturity may result
from abnormal expression of the CFTR protein at the maternal
side of placenta leadng to plecental insufficiency [24] end
malnutrition of the fetus.

Our study also wdentified another genetic disease—
LCHADD—as a risk factor for LBW. This association has
not vet been described and additional studies are needed to
confirm independently our data Nevertheless, previous re-
ports showed thet pregnancies in heteroeygous females with
a fetus affected by LCHADD had higher prevalence of thind

trimester pregnancy complications (e.g., acute fatty liver of
pregnancy, HELLP syndrome, and preeclampsia’eclampsia)
and preterm delivery [25-27]. In addition, the neonetes with
LCHADD may exhibit cardiomyopathy early after birth indi-
catmyg & possible fetal onset of the dsease, The combination of
maternal and fetal factors 15 the hkely cause of grossly in-
creased sk of LBW in neonates with LCHADD.

The results of our study may have some practical conse-
quences. Firstly, LBW cen be the first manifestation of certain
genetic diseases in the neonate, which may be important for
management of LBW neonates with CF and LCHADD.
Secondly, neonates with LBW are qualified for the higher
aftention due to an increased risk of manifestation of CH.
Thirdly, the lack of sssociation between LBW and CAH
may lead to improved decision limits for 17-0HP and subse-
quently to improvement of NBS parameters for CAH, with
reduction of false-positive results [28].
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Souhrn

Cil: Deficit 21-hydroxylazy je v Ceské republice ze vech osmnacti screenovanych nemoci zatizen nejvyssi
frekvenci faleSné pozitivity (,False Positivity Rate® — FPR). Cilem této prace bylo zjistit rozdil FPR
pfi hodnoceni screeningovych hodnot 17-hydroxyprogesteronu (170HP) dle ,cut-off* vztazenych k porodni
hmotnosti (PH) a vici gestanimu véku novorozence.

Metody: Analyza zahrnovala 129 175 novorozencl z obdobi 1. 1. 2015 az 31. 12. 2017, u kterych byla
dostupna data o PH i gestacnim véku. 170HP byl stanoven v suchych kapkach krve (SKK)
na novorozenecké screeningové Kkartice fluorescencni  imunoanalytickou metodou AutoDELFIA®
PerkinElmer, firmy Wallac Oy, Finsko. Pozitivni nalez (tj. koncentrace 170HP nad ,cut-off* hodnotou) spustil
dalsi vySetfovaci proces. Ve vétsiné pfipadi se jednalo o vyzadani opakovaného odbéru SKK. Pokud
nedoslo k poklesu 170HP pod ,cut-off* nebo pfi extrémné zvySené koncentraci (fj. jednoznacné pozitivité)
170HP uz v prvnim pravidelném odbéru SKK byl proband urgentné pfijat na détské oddéleni k neodkladné
konfirmaci diagnézy a neodkladnému zahajeni 1é¢by. Rozdil FPR mezi 170HP v(¢i PH a gestaénimu véku
byl vyhodnocen pomoci statistické metody Adjusted Wald Interval for a Difference of Proportions
with Matched Pairs (software R program).

Vysledky: Ve sledované kohorté mélo celkem 393 novorozencl fale$né pozitivni hodnotu 170HP
nad stavajicimi ,cut-off* vztazenymi k PH. Pfi pouziti ,cut-off hodnot dle gestaéniho véku pocet novorozencl
s fale$né pozitivni hodnotou 170HP klesl na 295 pfi zachovani stejné schopnosti detekce pacientd. Rozdil
FPR mezi obéma skupinami byl statisticky signifikantni.

Zavéry: Hodnoceni 170HP vuci gestaénimu véku signifikantné snizi FPR a tim i zatéZ zdravé Casti
novorozenecké populace.

Klicova slova: kongenitélni adrendlni hyperplazie, deficit 21-hydroxylazy, porodni hmotnost, gestaéni vék,
faledna pozitivita, 17-hydroxyprogesteron

Summary

False positivity in newborn screening of 21-hydroxylase deficiency

Objective: False positive rate (FPR) in 21-hydroxylase deficiency screening tests is the highest of all
screened diseases in the Czech Republic. The aim of this study was toevaluate the FPR for
17-hydroxyprogesterone (170HP) decision limits based on gestational age and birthweight.

Methods: The study included 129,175 newborns in Bohemian region during the period 2015-2017. 170HP
was analysed using the immune-analytic method (AutoDELFIA® PerkinElmer by Wallac Oy, Finland).
411 newborns have been screened as positive newborns. FPR was compared by statistic method Adjusted
Wald interval for a difference of proportions with matched pairs (Software R program).

Results: The diagnosis of 21-hydroxylase deficiency was confirmed in eighteen patients, 393 findings were
false positive. Our study showed a statistically significant reduction of FPR using 170HP decision limits
based on gestational age with same sensitivity.

Conclusion: The evaluation of 170HP decision limits based on gestational age reduced FPR and could
decrease impacts on healthy part of population.

Keywords: congenital adrenal hyperplasia, 21-hydroxylase deficiency, birthweight, gestational age, false
positivity, 17-hydroxyprogesterone



Uvod

Kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH) je autozomalné recesivné dédicna porucha steroidogeneze v kiife
nadledvin. Nejcastéjs§im typem (cca 95 % pfipadl) je deficit 21-hydroxylazy. Klinické projevy a zavaznost
CAH z&visi na zbytkové aktivité deficitniho enzymu a tim nejvice na typu mutace v CYP21A2 genu (tabulka
1) [1,2]. Enzym 21-hydroxyldza se uCastni biosyntézy kortizolu a aldosteronu, konvertuje
17-hydroxyprogesteron (170HP) na 11-deoxykortizol a progesteron na 11-deoxykortikosteron. Frekvence
vyskytu v Ceské republice (CR) je cca 1:12 000 [3].

Pravidelny celoplodny novorozenecky laboratorni screening (NLS) CAH, resp. deficitu 21 hydroxylazy, byl
v CR zahdjen 7. Unora, resp. 1. listopadu (Praha, resp. Brno) 2006. Do 31. 12. 2017 bylo pomoci NLS
detekovano 108 pacientd. Cilem NLS je vEasnym zachytem a v€asnou Iécbou zabranit rozvoji Zivot
dospélé vysky u leh&ich forem. NLS detekuje deficit 21-hydroxylazy pomoci zvySenych hladin 170HP
v suchych krevnich kapkach (SKK) odebiranych novorozencim mezi 48. az 72. hodinou Zivota. DodrZeni
tohoto intervalu je vyznamné a nutné vzhledem k fyziologicky vy$§im hodnotam 170HP v prvnich dnech
Zivota novorozence, coz je dano vysSi aktivitou enzymatického aparatu fetalni kdry nadledvin [4]. Definice
spravnych postupll v preanalytické, analytické a postanalytické ¢&asti k zajisténi NLS jsou shrnuty
v Metodickém navodu ve Véstniku Ministerstva zdravotnictvi CR z roku 2016 [5].

Tab. 1. Déleni pacientl s deficitem 21-hydroxylazy dle fenotypové formy onemocnéni, odpovidajici zbytkové
aktivité 21-hydroxylazy (enzym P450c21) a patologii v genu pro P450c21 (CYP21A2), je pouzito aktualni
genetické oznaCeni mutaci platné od roku 2018 [1,2]

Aktivita . <
P450c21 Patologie genu CYP21A2 Lécba
delece, chimérmni geny*a stop hydrokortizon
Klasicka forma mutace, p.Q319°, fludrokortizon
Nejtézsi fenotyp se solnou poruchou — SW (,salt 0-1% p-1257N+p. V238E+p. M240K, NaCl v prvnim
) P oup ’ 0.923_924insT, p.R357W P
wasting") . roce
na obou alelach
Klasicka forma hydrokortizon
Stfedné tézky fenotyp o €.293-13C>G fludrokortizon
, L 1-5% 1o .
pfechodny mezi se solnou poruchou a pouze na obou ¢i lehéi alele NaCl v prvnich
virilizujici — SW/SV (,salt wasting/simple virilizing") mésicich
Klasicka forma hvdrokortizon
Stfedné lehky fenotyp pouze virilizujici, bez solné 5-10% p.1173N na obou &i lehi alele y .
. AR fludrokortizon
poruchy —SV (,simple virilizing*)
hydrokortizon
. . PR pfi klinickych
Prechodna (pozdné vznikajici) forma \ p.V282L, p.P31L, p.P454S Znamkéch
Lehky fenotyp — SV/LO (,simple virilizing/late >10% e
", na obou &i lehéi alele alnebo
onset) .
nedostatecné
sekreci kortizolu

Hlavni rizika NLS predstavuji faleSné negativni (senzitivita) a faleSné pozitivni (specificita) nalezy. Jejich
vyskyt nelze zcela eliminovat a je spjat s kazdou laboratorni metodou. Idedlni screeningovy test vykazuje
dostate¢nou senzitivitu i specificitu. Jsou to vSak spojené nadoby, jejichz hladiny pfi hodnoceni biomarker(
jdou proti sobé. 170HP je méfen imunofluorescenéni metodou, s relativné vysokou frekvenci faleSné
pozitivity (,False Positivity Rate* — FPR) a tim niz8i pozitivni prediktivni hodnotou (PPV) [6]. Deficit
21-hydroxylazy je vCR ze vdech osmnacti screenovanych nemoci zatizen nejvys$i FPR [3]. FPR
predstavuje stigmatizaci zdravych novorozencu, zatéz pro jejich rodiny a vy$Si nakladovost celého
screeningového programu [7]. Cilem této studie bylo srovnat FPR pfi hodnoceni screeningovych hodnot
170HP dle ,cut-off* vztazenych k porodni hmotnosti (PH) a gestacnimu véku.




Metody

V obdobi 1. 1. 2015 az 31. 12. 2017 bylo v regionu Cechy vySetfeno celkem 215 291 novorozenci, coz
odpovida cca 2/3 viech narozenych déti v CR v tomto obdobi [8,9]. U vech probéhl pravidelny odb&r NLS
mezi 48. a 72. hodinou Zivota, tj. mezi druhym a tfetim dnem Zivota, pokud se datum narozeni povazuje
zaden nulty. Data o PH a gestaCnim v&ku byla ziskdna ze screeningovych karticek, které byly zasilany
béznou postou do centralni screeningové laboratofe pro danou oblast v Praze. 170HP byl stanoven v SKK
fluorescencni imunoanalytickou metodou (AutoDELFIA® Perkin-Elmer, firmy Wallac, OY, Finsko).

Pozitivni nalez (tj. koncentrace 170HP nad ,cut-off* hodnotou) spustil dal$i vySetfovaci proces. Ve vétSiné
pfipadl se jednalo o vyZadani opakovaného odbéru SKK. Pokud nedo$lo k poklesu 170HP pod ,cut-off*
nebo pfi extrémné zvySené koncentraci 170HP jiz v prvnim pravidelném odbéru SKK byl proband urgentné
pfijat na détské oddéleni k neodkladné konfirmaci diagnézy a neodkladnému zahéjeni lé¢by.

Konfirmaéni diagnostika deficitu 21-hydroxylazy spoCivala ve stanoveni 170HP ze Zilni krve a priikazu
patogennich mutaci vgenu CYP21A2, event. v pfipadech diferencialné diagnostickych nejasnosti téz
ve stanoveni dalSich steroidd a provedeni ACTH (adrenokortikotropni hormon) stimulaéniho testu.

Analyzovana kohorta zahrnovala 129 175 déti, u kterych byla dostupna data o porodni hmotnosti i gestaénim
véku (60,0 % ze vSech screenovanych déti ve sledovaném obdobi). Rozdil FPR mezi 170HP v(éi PH
agestaénimu véku byl vyhodnocen pomoci statistické metody Adjusted Wald Interval for a Difference
of Proportions with Matched Pairs (software R program). Screeningové ,cut-off* hodnoty 170HP v korelaci
s PH, délkou gestace a vékem novorozence pfi odbéru jsou shrnuty v tabulce 2 [10].

Tab. 2: Pouzité screeningové hodnoty 17-hydroxyprogesteronu: ,cut-off* hodnoty (nmol/l) ve vztahu
k porodni hmotnosti, délce gestace a véku pfi odbéru, upraveno dle [10]

P Y Jednoznacna
Vék pfi odbéru (dny) pozitivita
Gestacni | Porodni Bez ohledu
vék hmotnost 2 3 4-6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 {1419 | 20 avice Y
, na vék
(tydny) (9)
<27 <900 160 | 137 129 | 141 | 144 | 143 | 139 | 134 | 128 | 124 | 108 20,0 200
28 900-1099 | 137 | 117 110 | 121 | 123 1122|119 | 115 | 110 | 106 | 92,0 20,0 180
29 1100-1299 | 117 | 100 | 94,0 | 103 | 105 | 104 | 102 | 98,0 | 94,0 91,0 | 79,0 20,0 150
30 1300-1499 | 99,0 | 850 | 80,0 | 88,0 |89,0|88,0|86,0|83,0/|80,0/77,0| 67,0 20,0 120
31 1500-1699 | 840 | 71,0 | 67,0 | 74,0 | 75075,0173,0|70,0 67,0650 56,0 20,0 95,0
32 1700-1899 | 70,0 | 60,0 | 56,0 | 62,0 |63,0]62,0|61,0|58,0 56,0 |54,0| 47,0 20,0 90,0
33 1900-2099 | 57,0 | 49,0 | 46,0 | 51,0 | 51,0 51,0 | 50,0 | 48,0 | 46,0 | 44,0 | 39,0 20,0 85,0
34 2100-2299 | 46,0 | 40,0 | 37,0 | 41,0 |42,0|41,0/40,0|39,0|37,0{36,0]| 31,0 20,0 80,0
35 2300-2499 | 37,0 | 31,0 | 30,0 | 32,0 |33,0(33,0/32,0]31,0/30,0{29,0]| 25,0 20,0 70,0
36 2500-2699 | 30,0 | 30,0 | 25,0 | 26,0 |26,0 | 26,0 |25,0]|24,0|23,0(230]| 20,0 15,0 60,0
237 22700 23,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 20,0 (20,0 |20,020,0|19,0|18,0| 15,0 15,0 60,0
Vysledky

Vcelé vySetfené skupiné 215291 novorozencl bylo konfirmovano osmnact pacientd s deficitem
21-hydroxyldzy (median 170HP v prvnim pravidelném odbéru SKK 287 nmol/l, rozpéti 31,2-1630 nmol/l).
Zadny z detekovanych pacient(i nemél screeningovou koncentraci 170HP pod ,cut-off hodnotou vztaZzenou
vici gestaCnimu véku. NejnizSi koncentraci 31,2 nmol/l odpovidal ,cut-off* vztazeny ke gestacnimu véku
20,0 nmol/l. U celkem 755 novorozencl byl nalez faleSné pozitivni (vztazeno k PH), coz odpovidalo FPR
0,35 %, resp. u510 novorozencli s PH < 2500 g (FPR 2,95 %) a u 245 novorozencli s PH = 2500 g
(FPR 0,12 %).




V analyzované kohorté 129 175 déti mélo celkem 393 novorozencd faleSné pozitivni hodnotu 170HP
nad stavajicimi ,cut-off* vztazenymi k PH (median 39,0 nmol/l, rozpéti 20,1-1080 nmol/l). V této skupiné
nebylo podezfeni na deficit 21-hydroxylazy naslednym vySetfenim prokazano: jednak poklesem 170HP pod
,cut-off* v opakovaném odbéru SKK (380 pfipad(i, 260 novorozencli s PH < 2500 g, 120 novorozencli
sPH=2500 g) nebo negativnim endokrinologickym vySetfenim zvenézni krve (tfinact pfipadd,
sedm novorozencu s PH < 2500 g, Sest novorozencli s PH = 2500 g).

Pfi pouziti ,cut-off* hodnot vztaZzenych ke gestaénimu véku klesl pocet novorozencl s faleSné pozitivni
hodnotou 170HP na 295 pfi zachovani stejné schopnosti detekce pacientd (tabulka 3). Statistické
vyhodnoceni vyznamnosti rozdilu FPR v jednotlivych letech (PH versus gestaéni vék) ukazuje tabulka 4.
V analyzované kohort& ve sledovaném obdobi vedlo pouziti ,cut-off* hodnot 170HP vztaZenych na gestacni
vék k signifikantnimu snizeni FPR na 0,23 % oproti pdvodnim 0,30 % (pfi pouziti ,cut-off* hodnot dle PH).
Senzitivita zUstala zachovana.

Tab. 3: Prehled vysledk( analyzované kohorty novorozencti s pozitivnim nalezem ({j. koncentrace
17-hydroxyprogesteronu nad ,cut-off*) v pravidelném odbéru novorozeneckého screeningu deficitu
21-hydroxylazy v obdobi 2015-2017

2015 2016 2017 Celkem
Pocet analyzovanych novorozenci 42 542 43 276 43 357 129175
Pocet fale$né pozitivnich novorozencl 130 110 153 393
Vztazeno k porodni | p o\ oo falesing pozitivity (%) 031 025 035 030
hmotnost
Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) 0,05 0,05 0,03 0,04
Pocet fale$né poz[tivnich 97 80 18 205
novorozencl
Vztazeno ke PV
gestaénimu véku Frekvence fale$né pozitivity (%) 0,23 0,18 0,27 0,23
Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) 0,07 0,07 0,04 0,06

Tab. 4: Statické vyhodnoceni vyznamnosti rozdilu frekvenci faledné pozitivity v jednotlivych letech (porodni
hmotnost versus gestacni vék). Metoda Adjusted Wald Interval for a Difference of Proportions with Matched
Pairs, odhadovany parametr testovaci statistiky lezi v 95% intervalu spolehlivosti, ktery nepokryva nulu

2015 2016 2017 celkem
Odhad 0,000776 | 0,000693 | 0,000807 | 0,000759
95% interval | 0,000507; | 0,000441; | 0,000536; | 0,000608;
spolehlivosti | 0,001044 | 0,000945 | 0,001078 | 0,000910

Diskuze

NLS deficitu 21-hydroxylazy vCR i vzahraniéi vykazuje vysokou efektivitu [11-14]. Interpretace
screeningovych hodnot 170HP je komplikovana, zavisla na postnatalnim véku pfi odbéru, gestaénim véku,
PH novorozence a jeho aktualni Klinické situaci (stimulaci ACTH osy, napf. hypoxii, septickym stavem
¢i intrakranialnim krvacenim) [15]. Gestaéni vék a PH nepfimo Umérné koreluji s hodnotou 170HP [16]

avSak studie prokazuiji, Ze délka gestace Iépe koreluje s hodnotami 170HP [18].

Viysledky této studie prokazaly statisticky vyznamny pokles FPR pfi hodnoceni 170HP dle gestacniho véku
novorozence. Potvrzuji tak jiz dfive publikovana data, ktera vSak byla provedena na menSim vzorku déti
[19,20]. Na druhé strané je nutné uveést, Ze pouziti korelace koncentraci 170HP vici gestaCnimu véku sice
vyznamné snizuje FPR, ale nejefektivnéjSim nastrojem pro jeji daldi sniZeni je pouZiti druhostupfiovych
analyz pfimo v originalnich SKK, kde byla zjidténa koncentrace 170HP nad ,cut-off* hodnotou. V tomto
ohledu je v sou¢asné dobé nejefektivnéji stanoveni profilu dalSich steroidd pomoci tandemové hmotnostni



spekirometrie spojené s kapalinovou chromatografii — tzv. LC-MS/MS [1,21]. Tento postup je vCR
pfipravovan.

FaleSnd pozitivita v NLS obecné pfedstavuje vyznamnou zatéZ pro zdravou Cast populace, zejména
na psychicky stav rodicl zdravych novorozencl vystavenych navazujicimu vySetfovacimu postupu. Rodice
jsou po urcitou dobu vystaveni informaci, Ze jejich dité mlZe trpét zavaznym onemocnénim. | kdyz je dalSimi
vySetfenimi toto podezieni vyvraceno, stres €i obavy mohou u nékterych rodicl pretrvavat [7]. Fale$né
pozitivni nélezy pfina$i téZ ekonomicky aspekt, vyzaduji opakovana vySetfeni a tim tak zvySuji naklady
celého screeningového programu.

Za zminku stoji téz faleSna negativita v NLS deficitu 21-hydroxylazy. FaleSné negativni nalezy se mohou
objevit z diivodu technické €i logistické chyby pfi odbéru, nejcastéjsi pfic¢inou jsou vSak klinicky mirné formy
nemoci. Z celého obdobi fungovani NLS deficitu 21-hydroxylazy v CR (2006-2017) je ndm znamo Sest
pacientl (dva s klasickou formou a ¢tyfi s neklasickou formou) s hodnotou 170HP pod ,cut-off* (tabulka 5).
U jednoho pacienta se vSak jednalo o ,nepravou” faleSnou negativitu, protoze pfed odbé&rem SKK byl [é&en
kortikoidy, u zbyvajicich pacientl $lo o skuteénou ,biologickou” faleSnou negativitu. Z vySe uvedeného
vyplyva, Ze negativni screeningovy vysledek obecné (nejen u deficitu 21-hydroxylazy) nevyluéuje danou
nemoc z diferencialné-diagnostické rozvahy, zpravidla se v8ak jedna o klinicky mirngjsi formy.

Tab. 5: Pfehled pacientli s deficitem 21-hydroxylazy, které novorozenecky screening v obdobi 2006-2017
nedetekoval (zndmé faleSné negativni nélezy)

. - Forma
Pacient Rok . Pomér 170HP \/ek pr Gevr)otyp (dle Pozndmka
narozeni | (proband/cut-off) | diagnéze (leh¢i alela)
genotypu)
. Diagndza stanovena na zakladé
1 2006 0,62 10 dni p.R357Q )Y viriizme (Prader )
9 2006 026 8 let p.V282L SVILO Diagndza stanoyena na zakladé
pubarché praecox
3 | 2008 082 75 roku p.V282L sviLo | Diagnoza stanovena na zaklade
pubarché praecox
4 | 2008 073 7,2 roku p.V282L sviLo | Diagnoza stanovena na zaklade
pubarché praecox
Pouze "laboratorni" fale$na
5 | 2009 0,30 1 den 0.293-13C>G SW/SV negativita, odbér
screeningu na lécbé
hydrokortizonem
6 | 2013 049 1 mésic p.V282L sviLo | Diagnoza stanovena die rodinné
anamnézy
Zkratky: 170HP: 17-hydroxyprogesteron, SV: klasicka prosta virilizujici forma,
SVILO: neklasicka pozdni forma, SW/SV: klasicka prechodna forma
Zavér

Hodnoceni screeningovych hladin 17-hydroxyprogesteronu vaci gestaénimu véku vyznamné snizi frekvenci
falesné pozitivity pfi zachovani stejné detekini schopnosti systému novorozeneckeho laboratorniho
screeningu v Ceské republice, a tim snizi negativni dopad a stigmatizaci zdravé ¢asti populace novorozencl
ajejich rodin.
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POSTUP U PACIENTA S PODEZRENIM
NA DEFICIT 21-HYDROXYLAZY
ZACHYCENEHO V NOVOROZENECKEM
SCREENINGU V CR

PROCEDURE INTHE SUSPECTED CASE OF THE
21-HYDROXYLASE DEFICIENCY DETECTED IN CZECH
NEWBORN SCREENING

JAN DAVID, FELIX VOTAVA

Klinika détl o dorostu, 3. Iékafskd fakuita Univerzity Karlovy o Fakultnl nemocnice Krdlowské Vinohrady, Praha

SOUHRMN
Kongenizalni adrendlni hyperplazie (CAH) pfedstavuje skupinu vrozenych poruch steroldogeneze < autozomalng recesiviim
prenosem. Nejtastéjiim typerm e deficit 21-hydroeyldzy. Klinické projevy a zavadnost CAH jsou chapdny jako kentinuum
ve vztahu ke zoythové akiivied deficitnihe enzymu dané pimarné typern mutace. Smyslem novorozeneckého screeningu
CAH, resp deficitu 21-hydrosodazy, je zabrdnit roevojl Evot ohrodu)ic solné krize u nejtéEiich forem onemocnén, resp. veniku
predéasné pseudopuberty s deficitem dospdlé witky u lehdich forem. Celoplodng whieddvinl pomocl novorozeneckého
screeningu spodiva ve stanoven| sérovd koncentrace 17-hydroyprogesteronu (17-0HP) v suchiych krevnich kapkdch, kieré
jeou odebirdny noverozenolm mezl 48. 8 72, hodinou Evota, Interpretace screeningovyeh hodnot 17-0HP je kornplikovand,
zavishd nejen na porodni Rmotnost, resp. gestadnim stail novorozence, 2le | dobé odbén suché krevnl kaploy £ aktudini
klinické situac novorozence. Screening je metoda vyhleddvact, v konfirmaéni diagnostice vyuivame laboratomi blochemicke
a molekuldmégenetickeé metody. Lédha je komplexnl, zahrmuje zajména substitucl kortizolu a aldosteronu a pedlivé sledovani
pachentd, Clem élénku je sezndmit Etendle s postupy uEivanymi v CR pfl pozitivnim screeningovém nélezu.
Klitovd slova: kongenitélni adrendlni hyperplazie (CAH), deficit 21-hydroxyldzy, novorozenecky screening

SUMMARY
Congenital adrenal hyperplasia {CAH] are represents a group of autosomal recessive diseases resulting from mutations of
anzyme genes mediating blochemical steps of steroldogenesis. The most frequent type of CAH s 21-hydrosylase deficiency.
Clinical symptoms and their severity are closaly related to the level of the residual enzyme activity which depands on the
type of mutation. The aim of newbaern 21-hydrouylase deficlency screening is to avold the known clinical cutcomes - lifie-
threatening salt-wasting form or precocious puberty and short stature. Population wide detection by means of newborn
scresning ks performed by analysis of serum concentration of 17-hyd rosyprogesterone (17-0HP) in dried blood spaots
collected from the newbarn at the age of 48 - 72 hours. The interpretation of screening values of 17-0HF s difficult,
depending mot only ea the newbaorn weight or gestational age, but also on the time of sample collecting and on the averall
newbarn clinical situation. The screening results have 1o be confirmed subsegquently by laboratory blachernical, molecular and
genetic methods. CAH therapy Includes supplying cortlsel and aldosterone. The aim of this article is to present the process
implernented in the Czech Republic for pasitive results of CAH screening.
Key wards: congenital adrenal hyperplasia (CAH), 21-hydroxylase deficiency, newborn screening

Uvan s autozomdlné recesivnim pfenosem. Mejcastajil typ CAH je

deficit 21-hydroccylazy (asi 95 %), ktery je zpdsoben muta-
Kongenitélni adrendini hyperplazie {congenital adre- o v genu CYP2IAZ Emzym 21-hydroxyldza je potfebny pro

nal hyperplasia, CAH) je skupina nemocd pfedstavujl-  biosymtézu kortizolu a aldosteronu, konvertuje 17-hydroxy-
dch wrozenou poruchu syntézy steroidnich hormond  progesterom (17-0OHP) ma 11-deoxykortizol a progesteron
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Obr. 1; Zpedneduieny prenled steraidegeneze 2 chalesterolu v ke Obr 2: Pradersva stupnice hadnoticl zévadngst viriizace genitalu (podie

Lebl et al, 2004)

nadledwin [Lebl, 2013}
mineralokartioidy glikakomikoidy pohlavni hormony
17-hydronyprages- | || dehydroepisndras-
PrOQEFIBmN teran {1 7-0HF) terom (DHEA)
+ + &
T1-decuyiorike- 11-gicaykontizal ardrostendian
speran
Ly "-l" R
aldosteron kotizal testasteron

na 11-deoxykortikosteron (obr. 1), Frekvence vyskytu klasic-
ke foermy jew CR asi 1:12 000 (David et al, 2016).

KLASIEIACE A KLIMIGKE PROJEVY

Absolutni £ ralativnl deficit kortizolu zpétnovazebnym
mechanismem zvyiuje sekreci adrenokortikotropniho hor-
manu [ACTH], ktery stimuluje steroidogeneszi, hromadi s2
steroidy pfed enzymatickym blokem, z nichE nékteré majl
andragennl aktivitu, a zvyiend se symtetizuji | samotné an-
drogeny, protode enzym 21-hydroxylézu mevydadujl.V orga-
nismu vznikd hypokortikalismus, hypoaldosteronismus
a hyperandrogenismus. Fenotypické klinické prajevy a zd-
vainost CAH chapeme jako kontinuum ve wztahu ke zbyt-
ko aktivité 21-mydroxyldzy dané primamé fypem mutace
v genu CYP21AZ Korelace genotypu a fenotypu, a2 na wjim-
ky. je u CAH signifikantni [Sperling, 2002). Privé na zikladé
této zbytkové aktivity mbZeme deficit 21-hydroxylazy roz-
délit do 4 fenotypd (tab. 1) Prvni dvé formy pledstavuji 1
pacientd s klasickou formou deficitu 21-hydroxylazy:

1. klasicka forma se solnou poruchou (salt-wasting, SW),

2. klasickd pfechodnd forma mezi se salmou poruchou
a prostou virilizujicl (SWSY),

. klasicka forma prosta virilizujict [simple virilizing, 5¥).

4, neklasickd forma pozdné nastupujict (late onset, LO).

[ee}

U nejudZEich forem se chlapc rodi pouze se zndmka-
mi hyperpigmentace nipadné pfedeviim v oblasti skrota
a klinicky neuchopitelnym zvétSenim penisu a bez jinych
klinickypch ndpadnostl. Po wyferpdnl mineralokortikoidd,
placentarmé pfenesenych od matky, se mezi 2. a 5. tydnem
Fivota rozvijl metabolicky rozvrat v diskedku nadledvimo-
vié imsuficience - tzv. solnd krize (zdvaind hyponatremie,

Tab, 1:Vztah ferciypu a akiivity 27-hydrooddzy (Kiegman, 20117],

iy I"L‘SE’.; '\}?Sy I"ffﬁﬂ I'P'@J Eﬁf_ﬁ .!:I(ﬁ £

_." 3 "\.Erj:]f e
I‘_,J‘_-_.-II‘_‘_._.L‘_._,- _.‘J\--"\-—l—-" I—rL|_r’ LI:’_r‘H—)\_.r

‘“\4 v" ‘\-HJ ~.-._ﬂv“ “\-

Typ Prader | je charakterizavin hypertrofii klitors, typy Prader [1-IV po-
stupnioy Rzl labil, perifarmind kitoris s hypospadicky vy lsténou uretrea,
typ FraderV se i znatré podobd chlapeckému genitaly, avdak skrotum
Je bezvariat,

hyperkalemie, hypoglykemie, metabolicka aciddza s rizikem
pokozen CMS mebo i dmetl). U divek lze mavic pozorovat
virilizaci genitalu rizného stupné (Praderova stupnice |-\,
obr. 2). Nejwyisi stupefi virilizace miZe wést k chybnému ur-
Zenl ponlavi (,chlapec® s kryptarchismem). U lehé&ich forem
dominuje pfedfasnd pseudopuberta s rlstovou akcelerac
a pfedfasnym pubarché. Virilizace genitdlu u divek bywd nid-
&fho stupné a miZe uniknout klinické pozormosti. Meklasickd
forma se manifestuje v pozdéjiim viku, vEtiinou v obdobi
puberty nebo a v dospélosti zndmkami hyperandrogenis-
mu [zejména hirsutismus & primarni amenorea).

LARCRATORM] MOVOROZENECKT SCREENING

Smiyslern novorozeneckého screeningu [M5] CAH, resp.
deficitu 21-hydroxddzy, je wiasnym zdéchytem a wiasnou
lébou zabranit rozwaji Zvot chroujici solné krize u nejtdz-
Eich forem onemocnéni, resp. vzniku pfedéasné psewdopu-
berty = deficitern dospélé witky w lehéich forem [Votava et
al, 2012). Od roku 2008, kdy v CR probihéd mto celoploiné
wynleddvan(, Fadny zachyoeny pacient neprodélal klinicky
manifestni sodnou krizi (David et al, 2016}

Definice sprédvnych,lege artis” postupl v preanalyticks, ana-
Iytické a postanalytické Sasti k zajidténl novorozeneckého scree-
ningu je shrmuta v Metodickém ndvodu ve Vastniku Minister-
stva zdravotnicte Ceské republiky (MZ CR), ktery byl naposledy
aktualizowdn v derviu 2016 (Ministerstvo zdravotnicty, 2016).
Tento ndvod se tyka | ostainich vyhledidvamych onemocnéni.

Screening spofivd ve stanoven! koncentrace 17-OHP
v suché krevni kapce odebrané novorozencdm mezi 48. az

Farma fenotyp ;:!-i:::myﬁzy hypakortikalismus hypoakdasteranismus hyperardrogenismus
solnd porucha 0-1% + 4 - P

klasicks piechodnia forma 1-55 +4 +- 4+
prosté virilizujic S-10% + = 4

neklasickh | pardnd nastupujic | 10-50% = - *
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72. hodinou Zvota. Dodrieni tohoto intervalu je vyznammé
vzhledem k fyziologicky wyisim hodnotdm 17-0HP v prv-
nich dnech Zvota novorozence, cof je dano vyiil akiivitou
enzymatickéha apardtu fetdinl kiry nadledvin. 17-0OHP je
stanawven imunofluorescendni metodaou, jgjiE nevyhodou je
relativiné wysokd mira faleiné pogitivity a tim niZil pozitivni
prediktival hodnota [David et al., 2016). Ta by se mohla navy-
iit po zafazeni dalilho diagnostického kroku, a to tekutinowe
chromatografie spojend s tandemovou hmotnostni spektro-
fotometril (LC-M5/M5). Visledky z jimych zahranignich scree-
ningovych programd ukazujl, 2e pravé zafazenl této metody
jako druhého stupné M5 CAH, resp. deficitu 21-hydrosyldzy,
zvyal pozitivnl predikiivel hodnotu a sniE falednou pozitivi-
i [Speiser et al, 2010).

Interpretace screeningaovyich hladin 17-0HP je kompliko-
vand, zavisld vedle postmatalniho wEku pfi odbéru, ktery se
musi dodriovat, pfedeviim na gestaénim wéku novorozen-
ce [resp. porodni hmotnost), jeho klinicke situad (stimulaci
ACTH osy, napf. hypoxil, septickym stavem giintrakranidlnim
krvdcenim). Pro praktické rozhodovini je interpretace hla-
din rozdélena do 3 kategoril: jednoznaénd negativita (1.
pod cut-off hodnotou), jednoznadnd pozitivita a ,Seda”
nejednoznatna zdna mezi jednoznadnou pozitivitou a ne-
gativitow Tabulka 2 ukazuje tato pasma pouZivana v LR,

Nejednoznadmy nélez v Sadé” z6né a bez jinych klinic-
lyich okaolnost! vedoucich ke zvyienému podezieni na defi-
cit 21-hydroaylizy se fell opakovanim odbéru suché kapky
5 tasovym odstupem 1-2 tydnd od posledniho ndbéru (tzv.
«recall” na zikladé wzwy screeningove laboratofe). Opako-
vamé odbéry se musi provadat | z indikace klinickych okal-
nosti novorozence, pfi hladindch 17-0HP pod cut-off. Jed-
nd i€ 0 tzv. Jrescreening” a indikace jsou taxativné urleny
v Metodickém ndvodu MZ CR (tab. 3).

V' pfipadé jednoznané pozitivity &i pfetrvdvani hodnot
17-0HF v Sedé” 2dné se musi provést konfirmaéni diagnos-
tika. Screening je metoda wyhledévaci, nikoliv konfirmadni.
Maléhavost konfirmadniho wysetfeni mize byt Casové bez-
odkladnd, napf. v piipadé zralého novorozence s hladinou
17-0HP v pdsmu jednoznaing pozitivity; nebo Easové méné
naléhavé v pfipadé nezralého novorozence s pletrvdvdnim
hladin 17-0HP v edé” zdna.

Tab. 2: Interpretace screeningowé hodnaty 17-0HP.

Gostatni | Porodni | 17-OMP (nmol) ve viku 48-72 h
iy i | | decsapn | Remooted
537 |<9m £137 137200 | =200

78 W19 | <117 117-180 = 1R

F 661299 | <100 00150 | > 150

0 1300-14%9 | < 85 #5- 0 130

3 1 500-168% | <7 71-95 35

1 17001059 | <0 6050 50

1 1900-2069 | <49 4985 » 05

3 2100-2269 | <0 40-80 » B0

1 (2300210 | < 3-0 70

36 | 2500-269 | <30 30-60 60

237 > 2700 <20 20-60 260
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Tab, 3 Inclikaoe opatovandha od bibn suchié krewnl kapigy Lrescreening ],
Dipvody rescreeningu 2 hlediska deficio 21-hydreayliay sou Tepmzniey
[Ministerstvo adrasotnictvi, 2015),

Howvorozend 5 porodnd hmatnost ment nel 1500

Nowvorozencl, jejichi matce byl v poslednich 48 hodindch pied
porodem nebo novorozenci pied odbérem screeningu podén
cellcowd pfipravek na bazi kortikoidi.

Neovoroeend, jejichE matka byla v posednim trimestru tEhotenstvi
liiena tyreostating, iy swysokym absahem jodu {napf. amiodaranem,
rikaliv viak b&inou suplementac! jadidu v tEhotenstyl) netbio ji byly
padény jodevé kontrastni litky,

Navorozenci, ktefi byl lédeni pfed cdbérem screeningu dopami-
rem, [éky s obsahem jodu rebo jim byly podéng jodavé kontrastai
latky,

Nowvorazencl, kierym byl podan transfuzni pkpravek phed odbé-
FRETL SCFRARINGL,

Wavorezenci, kierym byly v dobs 48 nodin pled adbérem scree-
[yt 1] :Ellj.ﬁl':r' pu'll'El'I[-El'u'lh'le I'Itl?_'[{lh:f' |'||'l'|||'||}|f!'§E' in, ¥l ui{l?:ﬂ a'nebs
lipici

HONFIRRAGH] DIAGHOSTIFA

Biochemicka diagnostika z piné Zilni krve je prokan-
firmaci stéZejnl. Pro klasickou formu je typicky zvwyiend
hodnota sérovéhe 17-0HP a plazmatické koncentrace
ACTH. U neklasické formy mohou byt hodnoty 17-0HP
v novorozeneckém obdobl ve fyzielegickém rozmeai.

Laboratorné obligatormé vyietfujeme natremii, ka-
lemii, pfipadnéd, pedle klinického rozhodnutl, glykemii
a parametry acidobazické rovnovdhy, ze steroidniho spek-
tra bezpodmineiné 17-0OHP, 11-deoxykortikesteron,
11-deoxykortizol a 21-decuyhortizal (nebot’ elevace 17-
OHP midze byt | v ddsledku vzicnéjsiho typu CAH - de-
ficitu 11-hydroxylazy). Extrémné dbleZity je odbér vaorku
na steroidy pfed eventudlnim nasazenim substituce hyd-
rokortizonem. Déle je vhodné doplnit koncentraci ACTH,
plazmatickou reninovow aktivitu [PRA), ze stercidniho
spektra | dehydroepiandrostaron [DHEA), dehydroepiand-
rosteron-sulfit (DHEA-s) a androstendion. Je vhodné ez
objektivizovat odpady matria a kalia v modi.

Pfi diferencidlnédiagnostickych nejasnostech poudijeme
ACTH |cosyntropinovy, synacthenowvy] stimulaéni test,
ktery ndm zhodnoti funke nadledvin (homozygotni & hete-
rozygotni deficit 21-hydrosylazy). Tento test spodiva v intrave-
mbznim podani synietického ACTH [cosyntropinu] v bolusowé
ddvee 1 mi/1,7 m’, 4. pro novorozence asi 0,15-02ml (Falha-
mmar et al, 2015). Nésledné hodnotirne steroidni spekiram
{kortizal, 17-0HR 11-decxykortikosteron, 11-decyhkortizol,
17-hydrogy-pregnenalon, DHEA, androstendion) v dase 4, 1.
bazilni hodnota, a 60 minut po podén, tj. stimulovand hod-
mota. Hodnota stimulovaného kortizolu nad 550 nmalf] neba
minimalné dvojndsobny vzestup oproti pdvodni hodnoté
prokazuje dostateémou sekrednl kapacitu nadledvin, 1. nepo-
tvrzuje hypokortikalismus. 17-0HP v 60. minuté méné nef 30
nimalfl dizgndzu deficitu 2 1-mydroxylazy wluduje, nevyluduje
viak heterozygotni stav (Partsch et al, 3005). Interpretad na-
lezd shrnuje tabulka 4 a oordzek 3.

Z dalfich diagnostickych metod vyuZivame | funkEnl a zob-
razovaci metody. Vzhledemn k rizku hyperkalamie je vhodné
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Tab, 4: Interpretace ACTH stimulacniho testw (Farisch et al, 3005)

Oibr, 4 Konfirmadni diagnostika deficu 21-hydrosodiny - 2e Hiniho odoén,

Stimulovans badnota | Interpretace

kartizel (nmolil)

= 550 hynokartikalismus pravdépodobrmy

=550 Fypakartikalismus nepravibpadeong

17-0HP [nmalil)

<30 deficit 21-hydrowylizy nepravibpodobny
Ci heterozygatni stay

0-300 rieklasicka forma, vadoné heteroaygotni .
Slay

=300 klasicks forrma

Obe. 3: Zjedrodubend interpretace ACTH stmalatnibe testa (Spering
et al, 703

el
3000
Jg =%
o L
E E 300 meklasicd
=
E E forma
7F
- n
Q B
:
3 rrmaald]
1 n 300 3000
baziini hodnota 17-0HP

EKG wyetfeni. Ze zobrazovacich mated wyuiivime ultraso-
nografické vyietfeni nadledvin, kieré mohou byt normalnd &
zwatiené, aviak pro konfirmad deficitu 21-hydrosyldzy vyset-
feni velikosti nadledvin nema zasadni vyznam. U chlapeckého
genitélu bez sestouphych varlat ja nutné zobrazit i malou panev
k vizualizaci vnitfniho genitalu a vySetfit karpotyo pacienta.
Molebuldrnégeneticka diagnostika nepat? v nékterych
zemich mezi zikladni diagnostické metody, diagndzu viak defi-
nitivné potvrdi, v (R se uplatfiule u ka®dého pacienta, U deficitu
21-hydroxylazy obvykle genotyp velmi dobfe koreluje s damym
fenotypem, typ mutace CYP2 A2 tedy napomdze K rozlideni kli-
nické zivaEnosti (5W forma versus 5V forma), protode v éfe M5

Tab, 5t Viztah fenotypu 2 genatypu CYAZ1AZ14,17),

klinici charalktaristika
F2142
charoby Utaoe geny CF
delece geny, chimdend gen, railoed £
stop midtace na abou aleldch, ragh:
Klasicied formac nejieddl 318X
fenatyp (SW) cligster EG [pI2364p VIITELpM2I]
ol 3T
mAIZEW
wlazichd formac stfadnd . .
182k} eratyp (SW/SV) ©.290-1 30 =G na obaou & lehdi alele
dasicka formac sthednd . "
sk fentyp (SV) w1173 ma aboi 41 lehdl alele
miechndng Klasiccanekla- . y
o VIR pA B o
Sk formaclig oty | V2L D73 BP4S35 v oou
{5V nebo LOJ '

Eilni odbér 1 7-0HF normdlni hod- klasicks feerna
11 -gemeykortikesiernn, nafa 17-DHF deficiny
1-decyortizel, ACTH 77| ber klinicieich 9| 21 -hydeowyl dzy
= Ma, ¥, evert, glykemie, ASR piiznakd nepotvRena

\\_\.l mirnd zvyiend | diferercidlrddiagrosticed
hadnata 17-0HP nejasnost ACTH stimulsni test
jednoanatng repkend TORITIVITS
hagnota 17-0HP ALTH st
\N mulelimégeneticki
diagnostica

Indikacije ndlez jednozradné pozitivity & opakovary ndlez v dedé pdné*
v suché krewni kapce O klinickd podezieni.

Ronkrétni normadlnd kencentrace 17-DHP zawis! na dane laborarod
# poudite metedice profiovin steriad (za nejphesnéisi matodike e
v sndasnodt] povadovat LC-M/ME), £3 nommalni hodnotu 17-0HP |26
povabavat jednoznaing hodnotu 3 nmol a mérd a za jednozmacrou
pozitivitu hodratu 300 nmol] a vice.

nedochdz ke klinidkému rozvoji solné krize. SloZeny heterozy-
got pro dwé matace v genu CYP21A2 vyhkazuje fanotyp odpovi-
dajid lehs form &\ soulasné dobé jsou popsany desithy mutac
genu CYP21AL (Sarafoglou et al, 2008). Po konfirmad memod
u pacienta nabidneme genetické vySetfenl | jeho rodiddm
a sourozencim. Vztah fenotypu a genotypu shrnuje tabulka 5.

TeramE

\ pfipadé pozitivniho nélezu v laboraternim M5 a pfi kon-
firmaci jednoznaZného zvyieni 1 7-OHP ze Zilnfkrve, a zvldgg
jsou-li pfitomimy nEktend klinické zndmky CAH, je rozhodnuti
o terapil jednoduché a neodkladné. Zahajujemne substitu-
d glukokortikoidd hydrokortizonem v dévoe zooddtku
w3, 1. 20-30 mg/méfden ve 3 dennich davkach, postupné
klesneme na obvyklow substituénl divku 10-15 mg/m®/den
[Consensus Statement on 21-Hydroxylase Deficiency, 2002).
Ranni davka se uivd ihned po probuzeni. Davku hydrokoe-
tizonu je nutno navysit v situacich vyis potfeby glukokor-
tikidd v organismu, zejména pfi infekZnim onemaocnénl &
operatnim zd krokw. Subfebeilni pacient vyZaduje dévku hyd-
rakortizonu dvojnésobnow, febrilni padent trojndsobnou az
ttyfnasobnow. Parenterdlnl aplikaci hydrokortizonu volime
u pacientd pfi prijmech se zvracenim. V kojeneckém wéku
jsou nejnebezpeénéjii akutni prijmové onemocnénl (nej-
tastéji rotavirove etiologie s charakieristickymi projevy ho-
redhy, prjmu a zvracen), kierd maji za nasledek nizéi resorp-
d perordiné poddvaného hydrokartizonu. Pokud se v téchio
situacich wias neaplikuje hydrokortizon parenterdlngé, maze
dajit i k nahlému dmrti v disledku hypokortikalismu. WEichni
pacienti s CAH jsou vybaveni kartidkouw pro naldhavé situace
5 Udajemn o diagndze a se zikladnim doporugenim [E2by.

Daldi slodwou léthy deficitu 21-hydromyldzy je substituce
mineralokortilkoid( Audrokortizenem v déwee vatSinou 50-
100 (nélody | 300) wo'kg/den, rozdélend ve 2 dennich davidch
(Consensus Statement on 21-Hydroxylase Deficiency, 20021
Zahajujerne | substituci soll (Nall) ve formé solnjch kaps-
Ii v déwee 1-3 gfden. Problémem wiasného zichytu deficitu

DMEY = ROENIK 20 - 2017 » CISLO 4



21-hydroeyldzy pormoci N5 je fakt, #e nezndme kinickou zdvad-
nost enzymatického deficitu, tedy zda e, & neni pfitomna klinic-
ky wyznamnid salnd ponucha. W tomio sméru ndm hodné napovi
vysledek molekuldrnégeneticks diagnostiky. P genotypu kore-
spondujicim s 5W a SWSY formow v substitud soll pokadujeme
béhem kojeneckého wiky, po prenim rooe Ziveta se vysazuje

\ pfipadé nejednoznatnych nalezd je rozhodnuti o zahdjeni
terapie pfed diagnostickym zéweremn zvysledld ACTH stimulad-
niha testu a molekulimégeaneaticke diagnostiky problematickd,
rozhodnuti zdvid na konkrétni situad (pfitomnost klinidoich
znamek & dynamika screeningowveho a konfirmagniho 1 F-0HP)L

' pfipadé potvrzeni meklasické formy deficitu 21-hydro-
xyldzy [é8bu zahajujerne ai pozdéji pfi objeveni se klinickych
namek - pfediasné pubarché, ristovd akcelerace, akcale-
race kostniho vékw. U této formy je lédba indikovand pouze
z hlediska hyperandrogenismu, sekreéni kapacita kortizolu
v ACTH stimula€nim testu je normaélni (Trapp et al., 2012).

Samostatnym problémem je dprava virilizovaného ge-
nitalu divek, coZ vyZaduje Gzkou spoluprici s détskym gy-
nekologem a détskym chinurgem. Je nutmy pfesny popis
morfologie genitdlu véetné endoskopického vyietfenl. NIz
stupné virilizace divitho genitalu (hypertrofie klitoris, uro-
genitalnl sinus, mirnd fize labil) mohou byt ponechdny bez
chirurgické dpravy. VyESl stupné wirilizace naopak wyEaduji
viasnou korekei. Takzvand feminizujici genitoplastika oy
méla byt provedena nejlépe do konce prvniho roku Zivota,
jadnak je v kojeneckém veku technicky snazil a jednak se
nenarudi sexudini sebeidentifikace ditéte podinajicl v bato-
lacim wéku. Obecné se preferujl chirurgické postupy umoi-
fuajici definitivni fedeni ji béhem jedné wiasné operace,
jindy se funkfni korekce genitalu provadi a2 pozdéji, pfed
dosadenim reprodukénio veku (Lebl et al, 2016).

SLesovinl

U asické formy deficitu 21-hydroxyddzy je v novorozenec-
kém a kojeneckém wéku dilefité sedovat ionbogram, freloven-
ce konitrod zdvisl na dynamice natremie a kalemie, vétéinou tyto
hladiny kentrolujeme za 2, 4 a B tydnl od stanoveni diagndzy,
déle po 3 mésidich. Po prenim roce Zivota a stabilizaci natremie
a kalemie po vysazeni substituce Nall je dostadujici kontrola jed-
nou za B mésich. O dostatedné supresi ACTH osy se plesvediime
cdbérem 17-0HP rdno v fase, kdy pacienti pravidelné uiivaji
hydrofortizon, ale pfed jeho podénim. O potfebé minaralokor-
tikioidnl substituce se pfesvdiima stancovenim ranni hodnoty
PRA |pfed podanim fludrokortzony). Cile je ddlefité monitono-
vat rlst a nistovou rychiost kazdych 6 mésiol a od 2. rokw vaku
pravidalné jednouw rodné 182 kostnl wék. Vzhledem k riziku pie-
dévkowvini fludrokortizonem je vhodnd kontrola krevniho tiaku.
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