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SOUHRN

Novorozenecky laboratorni screening je vyznamny nastroj
sekundarni prevence, ktery diky véasné detekci pacientll umozni
zahajeni 1éCby jeSté v asymptomatickém stadiu nemoci a zvysi tak
kvalitu jejich Zivota. V8echny nemoci vyhledadvané timto systémem
v Ceské republice splfiuji definici pro vzacna onemocnéni, tj. populaéni
frekvenci nizSi nez 1:2000. Hodnoceni efektivity screeningového
programu je stézejnim krokem pro jeho zlepSeni. Hlavnim cilem této
dizertaéni prace bylo vyhodnotit jak Klinickou, tak pfedevSim
celopopulaéni efektivitu novorozeneckého laboratorniho screeningu
a optimalizovat balanci mezi jeho detekéni schopnosti a zatézi zdravé
Casti populace.

Ke zpracovani predkladané dizertatni prace byla vyuzita data
z centrélnich screeningovych laboratofi 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.

Vystupy této dizertacni prace (1) umoznily objektivizovat prevalenci
vzacnych onemocnéni v Ceské republice, (2) objektivizovaly vztah
prevalence screenovanych nemoci a porodni hmotnosti detekovanych
novorozencd, (3) navrhly zménu hodnoceni ,cutoff* hodnot u deficitu
21-hydroxylazy, ktera vedla ke snizeni jeho vysoké faleSné pozitivity
azatéze zdravé Casti populace, (4) shrnuly postupy u pacienta
detekovaného v novorozeneckém laboratornim screeningu  deficitu
21-hydroxylazy vedouci k zlep3eni celého diagnostického procesu.

Novorozenecky laboratorni screening v Ceské republice pfedstavuje
uginny nastroj v€asné diagnostiky zavaznych vzacnych onemocnéni
a naplfiuje tak evropské i Ceské smérnice o vzacnych onemocnénich.
Jeho soucasna Uroven odpovida mezinarodnim standardim ostatnich
vyspélych statl Evropské unie. VySe uvedené vystupy se uplatni
v laboratorni i klinické praxi.



SUMMARY

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.

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.

The outcomes of this doctoral thesis led (1) to objectify prevalence
of rare diseases in the Czech Republic, (2)to objectify association
between prevalence of screened diseases and newborn birthweight,
(3) topropose  thechange  ofdecision limits of  screening
of 21-hydroxylase deficiency with aim to decrease high false positivity
and negative impact onhealth part of population, (4) to define
recommendations for managing of patients screened as positive
in the 21-hydroxylase deficiency newborn laboratory screening.

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.



1. UvOD

Uginnym nastrojem  sekundami prevence vzacnych
onemocnéni, definovanymi  populaéni  frekvenci  nizsi
nez 1:2 000 (Richter T., Nestler-Parr S. et al., 2015), je v€asna
detekce nemocnych pomoci novorozeneckého laboratorniho
screeningu. Timto pojmem se oznaCuje aktivni, v daném
regionu celoplo$né vyhledavani vrozenych a/nebo dédicnych
nemoci Ciporuch v jejich Casném preklinickém stadiu,
tedy dfive, nez se staci klinicky projevit a nenavratné poskodit
zdravi, Cidokonce zapfiCinit umrti (Therrell B., Padilla J.
etal., 2015).

Novorozenecky laboratorni  screening je  zaloZen
na stanoveni koncentrace specifické latky (analytu) i prikazu
genové mutace v kapce krve odebirané novorozencim
na filtrani papir. Tento systém je tim efektivngjsi, ¢im vétsi
¢ast novorozencl regionu (vétSinou celého statu) je vySetiena.
Novorozenecky laboratorni  screening nespoCiva pouze
v laboratorni analyze, ale zahrnuje celou logistiku preanalytické
¢asti (informovany souhlas rodiél, zptsob, podminky, asovani
aeventualni  opakovani odbérd suché kapky krve)
a postanalytické Casti (postupy screeningovych laboratofi
pfi pozitivnim Ci nejednoznacném nalezu, ndvaznost na klinicka
pracovité s optimalizaci dalSiho diagnostického postupu
a zabezpeCeni dlouhodobé léCby a sledovani pacientd,
vyhodnocovani  a zpracovani dat screeningu, skladovani
a vyuziti vzorka).

V Ceské republice probiha screeningovy  program
celoplodné od roku 1975, v souCasné dobé zahrnuje osmnéct
nemoci:  fenylketonurii’hyperfenylalaninémii,  kongenitalni



hypotyreozu, deficit 21-hydroxylazy, cystickou fibrozu,
tfi poruchy beta oxidace, dvé poruchy karnitinovych prenaseca,
nemoc javorového sirupu, glutarovou acidurii, izovalerovou
acidurii, argininémii, citrulinémii, deficit biotinidazy a dva typy
homocystinurie.

2. CILE PRACE

Cilem komentované verze dizertaéni prace je vyhodnotit jak
klinickou, tak predevSim celopopulacni efektivitu celostatniho
celoploSného  novorozeneckého laboratorniho  screeningu
a optimalizovat balanci mezi jeho detekcni schopnosti a zatézi
zdravé Casti populace.

Jednotlivé dilCi cile jsou nasleduijici: (1) vyhodnotit efektivitu
detekce a prevalenci jednotlivych screenovanych nemoci,
(2) stanovit prevalenci screenovanych nemoci u novorozencl
s nizkou porodni hmotnosti, (3) vyhodnotit faleSnou pozitivitu
v novorozeneckém laboratornim  screeningu  deficitu
21-hydroxylazy, (4) vypracovat diagnosticky  postup
u novorozencll  zachycenych v novorozeneckém screeningu
deficitu 21-hydroxylazy v Ceské republice.

Ad 1. Zahrani¢ni systémy novorozeneckého laboratorniho
screeningu 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 Ceské republice vletech 2010-2017, jejich fale$nou
pozitivitu, pozitivni prediktivni hodnotu (PPV) a tim i efektivitu



celeho screeningového programu. Vzhledem ktomu, ze
vSechny vyhledavané nemoci zafazené do screeningového
programu v Ceské republice patfi mezi vzacna onemocnéni,
vystupem je téZ vyhodnoceni jejich prevalence.

Ad 2. Béhem poslednich desetileti narGsta procentualni
zastoupeni  novorozencl s nizkou porodni hmotnosti,
definovanou hmotnosti pod 2 500 g (UZIS, 2017). Nabizi se
otazka, zda je nizk& porodni hmotnost spojena s vy$Sim
rizikem vyskytu screenovanych nemoci. Nékteré studie jiz
potvrdily asociaci mezi nizkou porodni hmotnosti a kongenitalni
hypotyredzou (Dalili S., Rezvany S. et al., 2012) a cystickou
fibrozou (Festini F., Taccetti G. et al., 2005). Cilem je ovéfit,
zda je ve skupiné novorozencl s nizkou porodni hmotnosti
signifikantné vySSi prevalence vSech nebo jen nékterych
nemoci vyhledavanych pomoci systému novorozeneckého
laboratorniho sreeningu v Ceské republice v letech 2002-2016.

Ad 3. Novorozenecky laboratorni screening deficitu
21-hydroxylazy ~ spoCiva ve  stanoveni  koncentrace
17-hydroxyprogesteronu (170HP) v suché krevni kapce
odebrané novorozenclm. 170HP  je  stanoven
imunofluorescencni  metodou, kterd je zatizena relativné
vysokou faleSnou pozitivitou (Minutti C., Lacey J. et al., 2004).
V soucasnosti se uzivaji ,cutoff‘ hodnoty pro 170HP vztazené
k porodni hmotnosti novorozence. Cilem je oveéfit, zda
hodnoceni 170HP dle gestacniho véku (Torresani T., Gruters
A. etal., 1994) snizi faleSnou pozitivitu.

Ad 4. Novorozenecky laboratorni screening deficitu
21-hydroxylazy vykazuje v Ceské republice i vjinych
zahrani¢nich programech vysokou efektivitu (Steigert M.,



Schoenle E. et al., 2002). Interpretace 170HP je vSak
komplikovana, je zavisld na mnoha faktorech (Anandi S.
et Shaila B., 2017). Cilem je vypracovat diagnosticky postup
u pacienta  zachyceného v novorozeneckém laboratornim
screeningu deficitu 21-hydroxylazy v Ceské republice.

3. MATERIAL A METODIKA

DizertaCni prace je zaloZzena na monotematicky
zaméfeném souboru Ctyf védeckych publikaci. K zpracovani
aanalyze byla vyuZita data zcentrélnich screeningovych
laboratofi v Praze, Brné a Olomouci. Do souboru byli zahrnuti
novorozenci  vySetfeni v letech 2002-2017.  Screeningové
karticky se suchymi krevnimi kapkami byly analyzovany
metodou imunoanalytickou, spektrometrickou a fluorimetrickou.

Imunoanalyza s pfistroji Delfia® a AutoDelfia® (firmy
Perkin-Elmer, Waltham, Spojené staty americké) byla vyuZita
k detekci  tyreostimulaniho  hormonu  ve  screeningu
kongenitalni hypotyredzy (Buyukgebiz A., 2006)a 170HP
ve screeningu deficitu 21-hydroxylazy (Votava F., Novotna D.
etal., 2012). Princip spoCival vimunoenzymatické reakci
mezi antigenem a protilatkou. VySe zminéna metoda byla
vyuzita i pfidetekci imunoreaktivniho trypsinogenu (IRT)
v novorozeneckém laboratornim screeningu cystické fibrézy
(Sommeburg O., KruliSova V. et al, 2014). Ve skupiné
novorozencl s nejvy$§im IRT nasledoval druhy analyticky krok,
tj. geneticka analyza CFTR (,Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) genu (eseje Elucigene CFEU1TM,



Elucigene CF-EU2TM firmy Elucigene Diagnostics, Citylabs,
Manchester, Spojené Kralovstvi).

Pro detekci aminokyselin a acylkarnitind u dédi¢nych
metabolickych poruch bylo vyuZito spektrometrické metody
(Pourfarzam M. et Zadhoush F., 2013) s kity MassChrom®,
derivatizujicimi a nederivatizujicimi esejemi firmy
Chromsystems (Grafelfing, Némecko) a MS/MS nastroji
API12000TM, API3200TM, API 4000TM firmy AB Sciex (Praha,
Ceska republika). PFi této metodé dochazelo k detekci nabitych
Castic (iontl), které vznikaly pfi ionizaci, a nasledné k analyze
jejich  hmotnostniho spektra. Diky tomu bylo mozno méfit
koncentrace jednotlivych  detekovanych latek. Pacienti
s deficitem biotinidazy byli detekovani fluorimetrickou metodou,
ktera byla zaloZzena na principu fotoluminiscence.

Efektivita  systému  novorozeneckého laboratorniho
screeningu byla vyhodnocena pomoci nasledujicich parametru:
kumulativni screeningové prevalence, PPV a frekvence fale$né
pozitivity (FPR). PoCet pozitivnich nalezii a opakovanych
odbér( s koneénym negativnim vysledkem byl vyjadfen
jako tzv. FPR, tedy podil poctu fale$né pozitivnich a poctu
celkem negativnich jedincl. PPV vyjadfovala pomér poctu
nemocnych zachycenych screeningovym testem k celkovemu
poCtu jedinch hodnocenych testem jako pozitivni. PPV je jinymi
slovy pravdépodobnost, Ze je osoba nemocna pfi pozitivnim
vysledku screeningového testu (Zvarova J., 2011).

Pri statistickém zpracovani vyskytu screenovanych nemoci
unovorozencll s nizkou porodni hmotnosti byla data
retrospektivné porovnana a mira asociace nizké porodni
hmotnosti, jako potenciélniho rizikového faktoru dané nemoci,
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byla vyjadfena pomoci poméru Sanci (,0dds Ratio*, OR)
s 95% konfiden¢nim intervalem (,Confidence Interval’, Cl),
statisticka vyznamnost byla hodnocena chi-kvadrat testem
s Fisherovou korekci (pro korekci souborl s nizkou frekvenci
vyskytu nemoci v kontingencni tabulce).

Pfi  hodnoceni vyskytu faleSné pozitivity u deficitu
21-hydroxylazy v zavislosti na stanovenych ,cutoff* hodnotach
byla vyuZita statisticka metoda ,Adjusted Wald Interval
for a Difference of Proportions with Matched Pairs* (software
R program). Pfi této metodé byla srovnana FPR v souboru
novorozencl  zachycenych dle porodni hmotnosti a dle
gestacniho véku.

4. VYSLEDKY

Data prokazala vyssi prevalenci deficitu biotinidazy v eské
populaci, na druhé strané nizSi vyskyt pro leucindzu,
izovalerovou acidurii, homocystinurii pfi deficitu cystathionin
beta-syntazy a dva typy poruch beta-oxidace (deficit
dehydrogenazy acyl-CoA se stfedné dlouhym a acyl-CoA
svelmi dlouhym fetézcem). Od zahdjeni pfislusného
novorozeneckého laboratorniho  screeningu nebyl dosud
detekovan Zadny pacient s poruchami karnitinovych prena$ec,
argininémii,  citrulinémii as  homocystinurii  pfi deficitu
metylentetrahydrofolat reduktazy.

Zlepsujici se schopnost celého systému screeningového

programu  detekovat  pacienty s vrozenym  vzacnym
onemocnénim v Ceské republice prokazala kumulativni
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prevalence zachytl, ktera zpuvodnich 1:2701 (obdobi
2002-2005) vzrostla na1:1043 ve sledovaném obdobi
2010-2017.

Celkovy poCet screenovanych nemoci zafazenych
do novorozeneckého  laboratorniho  screeningu v Ceské
republice byl ve srovnani s ostatnimi evropskymi zemémi
nadprimérny (Loeber J., Burgard P. et al., 2012). Na druhé
strané, vysoka detekéni schopnost tohoto systému pfinesla
vy$Si pocCet opakovanych vySetfenich suchych krevnich kapek
s celkovou FPR 0,64 %.

Ve skupiné novorozencu s nizkou porodni hmotnosti mély
vy$Si prevalenci pouze tfi screenované nemoci. Statisticky
vyznamny byl vysledek v chi-kvadrat testu (event. s Fisherovou
korekci) u kongenitalni hypotyredzy (OR 2,50, CI 1,92; 3,25),
cystické  fibrozy (OR2,44,Cl1,51;3,94) a udeficitu
dehydrogenazy 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhym fetézcem
(OR 7,74, Cl 2,18; 27,42). U ostatnich screenovanych nemoci
neméla porodni hmotnost novorozencu vliv na jejich prevalenci,
ti. u deficitu 21-hydroxylazy a souhrnné ijednotlivé (vyjma
deficitu ~ dehydrogenazy  3-hydroxyacyl-CoA s dlouhym
fetézcem) u dédi¢nych metabolickych poruch.

U deficitu 21-hydroxylazy doSlo ve sledovanych
letech (2015-2017) k vyznamnému snizeni FPR pfi hodnoceni
170HP dle gestaéniho véku (FPR 0,23 %) oproti porodni
hmotnosti (FPR 0,30 %). Zarover neklesla senzitivita tohoto
testu.

Déle byl definovan diagnosticky postup pro novorozence
zachycené v novorozeneckém laboratornim screeningu deficitu
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21-hydroxylazy v Ceské republice. Interpretace screeningovych
hodnot 170HP je komplikovana, zavisla na postnatalnim véku
pfi odbéru, gestaénim véku, porodni hmotnosti novorozence
a jeho aktualni klinické situaci (Anandi S. et Shaila B., 2017).
Pro praktické rozhodovani byla interpretace hladin rozdélena
do ffi kategorii, a to jednoznacné negativita ({j. pod ,cutoff*
hodnotou), jednoznaCnad pozitivita a ,Seda“ nejednoznacna
zona  mezi  jednoznacnou  pozitivitou  a negativitou
(Blankenstein O., Stopsack M. et al., 2009).

5. DISKUZE

Idealni screeningovy test je charakterizovan vysokou
senzitivitou i specificitou. U kazdé laboratorni metody je snaha
tyto parametry vybalancovat, avsak fale$né pozitivni a faleSné
negativni nalezy nelze nikdy eliminovat. FaleSnou pozitivitu
a negativitu Ize pak oznadcit za hlavni rizika novorozeneckého
laboratorniho screeningu.

FaleSna pozitivita pfedstavuje zatéz pro zdravou Cast
populace a stigmatizuje vySetfované déti ajejich rodiny
(Frankova V., Votava F. et al., 2014). V porovnani s ostatnimi
screenovanymi  nemocemi  vykazoval ~ novorozenecky
laboratorni  screening  deficitu  21-hydroxyldzy  nejvyssi
FPR 0,42 %. Cestou k zlepSeni tohoto parametru by mohlo byt
zaClenéni druhého analytického kroku (Dhillon K., Ho T. et al.,
2011) ¢i zména hodnoceni “cutoff’ pro screeningové hodnoty
170HP. Druhou nejvy8si FPR pfedstavovala cysticka
fibroza (0,11 %).
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Znamé fale$né negativni nalezy byly nejvice zastoupené
u cystické fibrézy. Za hlavni pficinu Ize pokladat niz8i hodnoty
screeningového IRT u novorozencld s mekoniovym ileem
(40 %) avzacné patogenni mutace CFTR genu. “Biologicka”
prevalence cystické fibrdzy po zapolteni patnacti falesné
negativnich nalezli ve sledovaném obdobi ¢inila 1:5 887.
FaleSna negativita v novorozeneckém laboratornim screeningu
akcentuje fakt, Ze negativni screeningovy nalez nevylucuje
danou nemoc v diferencialné-diagnostickém rozhodovani.
Ke snizeni poctu faleSné negativnich ndlezli a zvySeni
senzitivity ve screeningu cystické fibrozy muze vést detailnéjsi
geneticka analyza CFTR genu a zafazeni dal§iho analytického
kroku. Tim muze byt vySetfeni tzv. proteinu asociovaného
s pankreatitidou  (“Pancreatitis-associated ~ Protein’, ~PAP)
v originalni suché krevni kapce (KruliSova V., Bala¢akova M.
etal., 2012).

V Ceské republice se vsoutasné dob& metodicky
pfipravuje studie novorozeneckého laboratorniho screeningu
té7ké kombinované imunodeficience (Svatofi M., Sediva A.
etal., 2012). Principem by mohlo byt screeningové vySetfeni
ze suchych krevnich kapek na pfitomnost excisnich krouzku
genové  rekombinace  segmentl  pro imunoglobuliny
a T-bunéctné receptory metodou kvantitativni polymerazové
fetézové reakce (Barbaro M., Ohlsson A. et al., 2017). DalSimi
kandidatnimi nemocemi k zafazeni do screeningu mohou byt
néktera vrozena neuromuskulari onemocnéni, napf. spinalni
muskularni atrofie ¢i dystrofinopatie (Ross L., Clarke A., 2017).

Stran vy$8i prevalence nékterych screenovanych nemoci

u novorozencl s nizkou porodni hmotnosti Ize polemizovat
o dvou kauzalitach. Prvni kauzalitou je vliv prematurity a nizké
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porodni hmotnosti na tyreoidalni funkce u novorozencl. Je tak
zdlraznén vyznam reevaluace tyreoidalni osy po tfetim roce
Zivota u novorozencu s nizkou porodni hmotnosti zachycenych
v novorozeneckém  laboratornim  screeningu  kongenitalni
hypotyredzy. Druha kauzalita je opacna, ukazuje na primarni
vliv genetické poruchy plodu (cystické fibrozy a deficitu
dehydrogenazy 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhym Fetézcem), ktera
vede k prematurité a nizké porodni hmotnosti.

6. ZAVERY

Novorozenecky laboratorni screening je komplexni program
sekundarni prevence. Epidemiologické vysledky vyplyvajici
z uvedené dizertaCni prace vyhodnotily screeningovy program
v Ceské republice jako vysoce efektivni. Tento systém byl
charakterizovan vysokou detekéni schopnosti, ktera odpovidala
mezinarodnim standardim vyspélych stati Evropské unie.
Viyhodnoceni dat umoznilo téZ objektivizovat prevalenci
vzacnych onemocnéni detekovanych timto screeningovym
programem. Novorozenecky laboratorni screening v Ceské
republice tak predstavuje Ucinny nastroj vCasné detekce
zavaznych vzacnych onemocnéni a umoznuje naplhovat
Doporudeni Rady Evropské unie a Usneseni Vlady Ceské
republiky o strategii pro vzacna onemocnéni.

Data o porodni hmotnosti a vyskytu screenovanych
a detekovanych novorozencl umoznila stanovit prevalenci
danych nemoci u pacientd s nizkou porodni hmotnosti. V této
skupiné byl prokdzan vysSi vyskyt kongenitalni hypotyreozy,
cystické fibrozy a deficitu dehydrogenédzy 3-hydroxyacyl-CoA

15



s dlouhym Fetézcem. Novorozenci s nizkou porodni hmotnosti
tak zasluhuji vy$Si pozornost, nejen kvili patologiim, které
sama 0 sobé nizka porodni hmotnost pfinasi, ale téz proto,
Zze maji vySSi riziko manifestace kongenitalni hypotyreozy,
cystické fibrézy a deficitu dehydrogenazy 3-hydroxyacyl-CoA
s dlouhym fetézcem.

DalSim vyznamnym vystupem této dizertacni prace byl
nastroj ke snizeni faleSné pozitivity u novorozeneckého
laboratorniho screeningu deficitu 21-hydroxylazy. Hodnoceni
screeningovych hodnot 170HP vuci gestatnimu véku vedlo
k signifikantnimu snizeni FPR a je proveditelné v systému
novorozeneckého laboratorniho screeningu v Ceské republice.
Benefit je evidentni, vede ke sniZeni negativniho dopadu
a stigmatizace zdravé Casti populace a ke snizeni nakladovosti
celého screeningového programu.

Zavérem byl  vypracovan  diagnosticky  postup
u novorozencll zachycenych v novorozeneckém laboratornim
screeningu deficitu 21-hydroxylazy v Ceské republice. Sdéleni
shrnulo  nejnovéjSi  poznatky v diagnostice  deficitu
21-hydroxylazy a vede tak ke zlepSeni celého procesu.

Vystupy této dizertacni prace prokazaly, Ze novorozenecky
laboratorni screening v Ceské republice je vysoce efektivni
a odpovida mezinarodnim standardim. Vysledky poukazaly
i na slabé stranky screeningového programu a pfinesly nékolik
navrhi k jeho zlepSeni. VySe uvedené vystupy se uplatni
v laboratorni i klinické praxi.
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