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SOUHRN 

Novorozenecký laboratorní screening je významný nástroj 
sekundární prevence, který díky včasné detekci pacientů umožní 
zahájení léčby ještě v asymptomatickém stádiu nemoci a zvýší tak 
kvalitu jejich života. Všechny nemoci vyhledávané tímto systémem 
v České republice splňují definici pro vzácná onemocnění, tj. populační 
frekvenci nižší než 1:2 000. Hodnocení efektivity screeningového 
programu je stěžejním krokem pro jeho zlepšení. Hlavním cílem této 
dizertační práce bylo vyhodnotit jak klinickou, tak především 
celopopulační efektivitu novorozeneckého laboratorního screeningu 
a optimalizovat balanci mezi jeho detekční schopností a zátěží zdravé 
části populace. 

Ke zpracování předkládané dizertační práce byla využita data 
z centrálních screeningových laboratoří v České republice. Do analýzy 
byli zahrnuti novorozenci vyšetřeni v letech 2002–2017. Screeningové 
kartičky se suchými krevními kapkami byly analyzovány metodou 
imunoanalytickou, spektrometrickou a fluorimetrickou. 

Výstupy této dizertační práce (1) umožnily objektivizovat prevalenci 
vzácných onemocnění v České republice, (2) objektivizovaly vztah 
prevalence screenovaných nemocí a porodní hmotnosti detekovaných 
novorozenců, (3) navrhly změnu hodnocení „cutoff“ hodnot u deficitu            
21-hydroxylázy, která vedla ke snížení jeho vysoké falešné pozitivity 
a zátěže zdravé části populace, (4) shrnuly postupy u pacienta 
detekovaného v novorozeneckém laboratorním screeningu deficitu            
21-hydroxylázy vedoucí k zlepšení celého diagnostického procesu.  

Novorozenecký laboratorní screening v České republice představuje 
účinný nástroj včasné diagnostiky závažných vzácných onemocnění 
a naplňuje tak evropské i české směrnice o vzácných onemocněních. 
Jeho současná úroveň odpovídá mezinárodním standardům ostatních 
vyspělých států Evropské unie. Výše uvedené výstupy se uplatní 
v laboratorní i klinické praxi. 
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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) 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. 

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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1. ÚVOD 

Účinným nástrojem sekundární prevence vzácných 
onemocnění, definovanými populační frekvencí nižší 
než 1:2 000 (Richter T., Nestler-Parr S. et al., 2015), je včasná 
detekce nemocných pomocí novorozeneckého laboratorního 
screeningu. Tímto pojmem se označuje aktivní, v daném 
regionu celoplošné vyhledávání vrozených a/nebo dědičných 
nemocí či poruch v jejich časném preklinickém stádiu, 
tedy dříve, než se stačí klinicky projevit a nenávratně poškodit 
zdraví, či dokonce zapříčinit úmrtí (Therrell B., Padilla J. 
et al., 2015). 

Novorozenecký laboratorní screening je založen 
na stanovení koncentrace specifické látky (analytu) či průkazu 
genové mutace v kapce krve odebírané novorozencům 
na filtrační papír. Tento systém je tím efektivnější, čím větší 
část novorozenců regionu (většinou celého státu) je vyšetřena. 
Novorozenecký laboratorní screening nespočívá pouze 
v laboratorní analýze, ale zahrnuje celou logistiku preanalytické 
části (informovaný souhlas rodičů, způsob, podmínky, časování 
a eventuální opakování odběrů suché kapky krve) 
a postanalytické části (postupy screeningových laboratoří 
při pozitivním či nejednoznačném nálezu, návaznost na klinická 
pracoviště s optimalizací dalšího diagnostického postupu 
a zabezpečení dlouhodobé léčby a sledování pacientů, 
vyhodnocování a zpracování dat screeningu, skladování 
a využití vzorků). 

V České republice probíhá screeningový program 
celoplošně od roku 1975, v současné době zahrnuje osmnáct 
nemocí: fenylketonurii/hyperfenylalaninémii, kongenitální 
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hypotyreózu, deficit 21-hydroxylázy, cystickou fibrózu, 
tři poruchy beta oxidace, dvě poruchy karnitinových přenašečů, 
nemoc javorového sirupu, glutarovou acidurii, izovalerovou 
acidurii, argininémii, citrulinémii, deficit biotinidázy a dva typy 
homocystinurie. 

 

2. CÍLE PRÁCE 

Cílem komentované verze dizertační práce je vyhodnotit jak 
klinickou, tak především celopopulační efektivitu celostátního 
celoplošného novorozeneckého laboratorního screeningu 
a optimalizovat balanci mezi jeho detekční schopností a zátěží 
zdravé části populace. 

Jednotlivé dílčí cíle jsou následující: (1) vyhodnotit efektivitu 
detekce a prevalenci jednotlivých screenovaných nemocí, 
(2) stanovit prevalenci screenovaných nemocí u novorozenců 
s nízkou porodní hmotností, (3) vyhodnotit falešnou pozitivitu 
v novorozeneckém laboratorním screeningu deficitu                    
21-hydroxylázy, (4) vypracovat diagnostický postup 
u novorozenců zachycených v novorozeneckém screeningu 
deficitu 21-hydroxylázy v České republice. 

Ad 1. Zahraniční systémy novorozeneckého laboratorního 
screeningu jsou efektivní a vykazují vysokou detekční 
schopnost (Loeber G., Burgard P. et al., 2012). Proces 
vyhodnocení efektivity je velmi důležitý ke zlepšení celého 
procesu. Cílem je vyhodnotit prevalenci screenovaných nemocí 
v České republice v letech 2010–2017, jejich falešnou 
pozitivitu, pozitivní prediktivní hodnotu (PPV) a tím i efektivitu 
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celého screeningového programu. Vzhledem k tomu, že 
všechny vyhledávané nemoci zařazené do screeningového 
programu v České republice patří mezi vzácná onemocnění, 
výstupem je též vyhodnocení jejich prevalence. 

Ad 2. Během posledních desetiletí narůstá procentuální 
zastoupení novorozenců s nízkou porodní hmotností, 
definovanou hmotností pod 2 500 g (ÚZIS, 2017). Nabízí se 
otázka, zda je nízká porodní hmotnost spojena s vyšším 
rizikem výskytu screenovaných nemocí. Některé studie již 
potvrdily asociaci mezi nízkou porodní hmotností a kongenitální 
hypotyreózou (Dalili S., Rezvany S. et al., 2012) a cystickou 
fibrózou (Festini F., Taccetti G. et al., 2005). Cílem je ověřit, 
zda je ve skupině novorozenců s nízkou porodní hmotností 
signifikantně vyšší prevalence všech nebo jen některých 
nemocí vyhledávaných pomocí systému novorozeneckého 
laboratorního sreeningu v České republice v letech 2002–2016. 

Ad 3. Novorozenecký laboratorní screening deficitu              
21-hydroxylázy spočívá ve stanovení koncentrace                          
17-hydroxyprogesteronu (17OHP) v suché krevní kapce 
odebrané novorozencům. 17OHP je stanoven 
imunofluorescenční metodou, která je zatížena relativně 
vysokou falešnou pozitivitou (Minutti C., Lacey J. et al., 2004). 
V současnosti se užívají „cutoff“ hodnoty pro 17OHP vztažené 
k porodní hmotnosti novorozence. Cílem je ověřit, zda 
hodnocení 17OHP dle gestačního věku (Torresani T., Gruters 
A. et al., 1994) sníží falešnou pozitivitu. 

Ad 4. Novorozenecký laboratorní screening deficitu                 
21-hydroxylázy vykazuje v České republice i v jiných 
zahraničních programech vysokou efektivitu (Steigert M., 
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Schoenle E. et al., 2002). Interpretace 17OHP je však 
komplikovaná, je závislá na mnoha faktorech (Anandi S. 
et Shaila B., 2017). Cílem je vypracovat diagnostický postup 
u pacienta zachyceného v novorozeneckém laboratorním 
screeningu deficitu 21-hydroxylázy v České republice. 

 

3. MATERIÁL A METODIKA 

Dizertační práce je založena na monotematicky 
zaměřeném souboru čtyř vědeckých publikací. K zpracování 
a analýze byla využita data z centrálních screeningových 
laboratoří v Praze, Brně a Olomouci. Do souboru byli zahrnuti 
novorozenci vyšetřeni v letech 2002–2017. Screeningové 
kartičky se suchými krevními kapkami byly analyzovány 
metodou imunoanalytickou, spektrometrickou a fluorimetrickou. 

Imunoanalýza s přístroji Delfia® a AutoDelfia® (firmy 
Perkin-Elmer, Waltham, Spojené státy americké) byla využita 
k detekci tyreostimulačního hormonu ve screeningu 
kongenitální hypotyreózy (Buyukgebiz A., 2006) a 17OHP 
ve screeningu deficitu 21-hydroxylázy (Votava F., Novotná D. 
et al., 2012). Princip spočíval v imunoenzymatické reakci 
mezi antigenem a protilátkou. Výše zmíněná metoda byla 
využita i při detekci imunoreaktivního trypsinogenu (IRT) 
v novorozeneckém laboratorním screeningu cystické fibrózy 
(Sommeburg O., Krulišová V. et al., 2014). Ve skupině 
novorozenců s nejvyšším IRT následoval druhý analytický krok, 
tj. genetická analýza CFTR („Cystic Fibrosis Transmembrane 
Conductance Regulator“) genu (eseje Elucigene CFEU1TM, 



10 
 

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

Pro detekci aminokyselin a acylkarnitinů u dědičných 
metabolických poruch bylo využito spektrometrické metody 
(Pourfarzam M. et Zadhoush F., 2013) s kity MassChrom®, 
derivatizujícími a nederivatizujícími esejemi firmy 
Chromsystems (Grafelfing, Německo) a MS/MS nástroji 
API2000TM, API3200TM, API 4000TM firmy AB Sciex (Praha, 
Česká republika). Při této metodě docházelo k detekci nabitých 
částic (iontů), které vznikaly při ionizaci, a následně k analýze 
jejich hmotnostního spektra. Díky tomu bylo možno měřit 
koncentrace jednotlivých detekovaných látek. Pacienti 
s deficitem biotinidázy byli detekováni fluorimetrickou metodou, 
která byla založena na principu fotoluminiscence. 

Efektivita systému novorozeneckého laboratorního 
screeningu byla vyhodnocena pomocí následujících parametrů: 
kumulativní screeningové prevalence, PPV a frekvence falešné 
pozitivity (FPR). Počet pozitivních nálezů a opakovaných 
odběrů s konečným negativním výsledkem byl vyjádřen 
jako tzv. FPR, tedy podíl počtu falešně pozitivních a počtu 
celkem negativních jedinců. PPV vyjadřovala poměr počtu 
nemocných zachycených screeningovým testem k celkovému 
počtu jedinců hodnocených testem jako pozitivní. PPV je jinými 
slovy pravděpodobnost, že je osoba nemocná při pozitivním 
výsledku screeningového testu (Zvárová J., 2011). 

Při statistickém zpracování výskytu screenovaných nemocí 
u novorozenců s nízkou porodní hmotností byla data 
retrospektivně porovnána a míra asociace nízké porodní 
hmotnosti, jako potenciálního rizikového faktoru dané nemoci, 
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byla vyjádřena pomocí poměru šancí („Odds Ratio“, OR) 
s 95% konfidenčním intervalem („Confidence Interval“, CI), 
statistická významnost byla hodnocena chí-kvadrát testem 
s Fisherovou korekcí (pro korekci souborů s nízkou frekvencí 
výskytu nemocí v kontingenční tabulce). 

Při hodnocení výskytu falešné pozitivity u deficitu                  
21-hydroxylázy v závislosti na stanovených „cutoff“ hodnotách 
byla využita statistická metoda „Adjusted Wald Interval 
for a Difference of Proportions with Matched Pairs“ (software 
R program). Při této metodě byla srovnána FPR v souboru 
novorozenců zachycených dle porodní hmotnosti a dle 
gestačního věku. 

 

4. VÝSLEDKY 

Data prokázala vyšší prevalenci deficitu biotinidázy v české 
populaci, na druhé straně nižší výskyt pro leucinózu, 
izovalerovou acidurii, homocystinurii při deficitu cystathionin 
beta-syntázy a dva typy poruch beta-oxidace (deficit 
dehydrogenázy acyl-CoA se středně dlouhým a acyl-CoA 
s velmi dlouhým řetězcem). Od zahájení příslušného 
novorozeneckého laboratorního screeningu nebyl dosud 
detekován žádný pacient s poruchami karnitinových přenašečů, 
argininémií, citrulinémií a s homocystinurií při deficitu 
metylentetrahydrofolát reduktázy. 

Zlepšující se schopnost celého systému screeningového 
programu detekovat pacienty s vrozeným vzácným 
onemocněním v České republice prokázala kumulativní 
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prevalence záchytů, která z původních 1:2 701 (období        
2002–2005) vzrostla na 1:1 043 ve sledovaném období       
2010–2017. 

Celkový počet screenovaných nemocí zařazených 
do novorozeneckého laboratorního screeningu v České 
republice byl ve srovnání s ostatními evropskými zeměmi 
nadprůměrný (Loeber J., Burgard P. et al., 2012). Na druhé 
straně, vysoká detekční schopnost tohoto systému přinesla 
vyšší počet opakovaných vyšetřeních suchých krevních kapek 
s celkovou FPR 0,64 %.  

Ve skupině novorozenců s nízkou porodní hmotností měly 
vyšší prevalenci pouze tři screenované nemoci. Statisticky 
významný byl výsledek v chí-kvadrát testu (event. s Fisherovou 
korekcí) u kongenitální hypotyreózy (OR 2,50, CI 1,92; 3,25), 
cystické fibrózy (OR 2,44, CI 1,51; 3,94) a u deficitu 
dehydrogenázy 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhým řetězcem 
(OR 7,74, CI 2,18; 27,42). U ostatních screenovaných nemocí 
neměla porodní hmotnost novorozenců vliv na jejich prevalenci, 
tj. u deficitu 21-hydroxylázy a souhrnně i jednotlivě (vyjma 
deficitu dehydrogenázy 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhým 
řetězcem) u dědičných metabolických poruch. 

U deficitu 21-hydroxylázy došlo ve sledovaných 
letech (2015–2017) k významnému snížení FPR při hodnocení 
17OHP dle gestačního věku (FPR 0,23 %) oproti porodní 
hmotnosti (FPR 0,30 %). Zároveň neklesla senzitivita tohoto 
testu. 

Dále byl definován diagnostický postup pro novorozence 
zachycené v novorozeneckém laboratorním screeningu deficitu 
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21-hydroxylázy v České republice. Interpretace screeningových 
hodnot 17OHP je komplikovaná, závislá na postnatálním věku 
při odběru, gestačním věku, porodní hmotnosti novorozence 
a jeho aktuální klinické situaci (Anandi S. et Shaila B., 2017). 
Pro praktické rozhodování byla interpretace hladin rozdělena 
do tří kategorií, a to jednoznačná negativita (tj. pod „cutoff“ 
hodnotou), jednoznačná pozitivita a „šedá“ nejednoznačná 
zóna mezi jednoznačnou pozitivitou a negativitou 
(Blankenstein O., Stopsack M. et al., 2009). 

 

5. DISKUZE 

Ideální screeningový test je charakterizován vysokou 
senzitivitou i specificitou. U každé laboratorní metody je snaha 
tyto parametry vybalancovat, avšak falešně pozitivní a falešně 
negativní nálezy nelze nikdy eliminovat. Falešnou pozitivitu 
a negativitu lze pak označit za hlavní rizika novorozeneckého 
laboratorního screeningu. 

Falešná pozitivita představuje zátěž pro zdravou část 
populace a stigmatizuje vyšetřované děti a jejich rodiny 
(Franková V., Votava F. et al., 2014). V porovnání s ostatními 
screenovanými nemocemi vykazoval novorozenecký 
laboratorní screening deficitu 21-hydroxylázy nejvyšší 
FPR 0,42 %. Cestou k zlepšení tohoto parametru by mohlo být 
začlenění druhého analytického kroku (Dhillon K., Ho T. et al., 
2011) či změna hodnocení “cutoff” pro screeningové hodnoty 
17OHP. Druhou nejvyšší FPR představovala cystická 
fibróza (0,11 %). 
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Známé falešně negativní nálezy byly nejvíce zastoupené 
u cystické fibrózy. Za hlavní příčinu lze pokládat nižší hodnoty 
screeningového IRT u novorozenců s mekoniovým ileem 
(40 %) a vzácné patogenní mutace CFTR genu. “Biologická” 
prevalence cystické fibrózy po započtení patnácti falešně 
negativních nálezů ve sledovaném období činila 1:5 887. 
Falešná negativita v novorozeneckém laboratorním screeningu 
akcentuje fakt, že negativní screeningový nález nevylučuje 
danou nemoc v diferenciálně-diagnostickém rozhodování. 
Ke snížení počtu falešně negativních nálezů a zvýšení 
senzitivity ve screeningu cystické fibrózy může vést detailnější 
genetická analýza CFTR genu a zařazení dalšího analytického 
kroku. Tím může být vyšetření tzv. proteinu asociovaného 
s pankreatitidou (“Pancreatitis-associated Protein”, PAP) 
v originální suché krevní kapce (Krulišová V., Balaščaková M. 
et al., 2012). 

V České republice se v současné době metodicky 
připravuje studie novorozeneckého laboratorního screeningu 
těžké kombinované imunodeficience (Svatoň M., Šedivá A. 
et al., 2012). Principem by mohlo být screeningové vyšetření 
ze suchých krevních kapek na přítomnost excisních kroužků 
genové rekombinace segmentů pro imunoglobuliny                      
a T-buněčné receptory metodou kvantitativní polymerázové 
řetězové reakce (Barbaro M., Ohlsson A. et al., 2017). Dalšími 
kandidátními nemocemi k zařazení do screeningu mohou být 
některá vrozená neuromuskulární onemocnění, např. spinální 
muskulární atrofie či dystrofinopatie (Ross L., Clarke A., 2017). 

Stran vyšší prevalence některých screenovaných nemocí 
u novorozenců s nízkou porodní hmotností lze polemizovat 
o dvou kauzalitách. První kauzalitou je vliv prematurity a nízké 
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porodní hmotnosti na tyreoidální funkce u novorozenců. Je tak 
zdůrazněn význam reevaluace tyreoidální osy po třetím roce 
života u novorozenců s nízkou porodní hmotností zachycených 
v novorozeneckém laboratorním screeningu kongenitální 
hypotyreózy. Druhá kauzalita je opačná, ukazuje na primární 
vliv genetické poruchy plodu (cystické fibrózy a deficitu 
dehydrogenázy 3-hydroxyacyl-CoA s dlouhým řetězcem), která 
vede k prematuritě a nízké porodní hmotnosti.  

 

6. ZÁVĚRY 

Novorozenecký laboratorní screening je komplexní program 
sekundární prevence. Epidemiologické výsledky vyplývající 
z uvedené dizertační práce vyhodnotily screeningový program 
v České republice jako vysoce efektivní. Tento systém byl 
charakterizován vysokou detekční schopností, která odpovídala 
mezinárodním standardům vyspělých států Evropské unie. 
Vyhodnocení dat umožnilo též objektivizovat prevalenci 
vzácných onemocnění detekovaných tímto screeningovým 
programem. Novorozenecký laboratorní screening v České 
republice tak představuje účinný nástroj včasné detekce 
závažných vzácných onemocnění a umožňuje naplňovat 
Doporučení Rady Evropské unie a Usnesení Vlády České 
republiky o strategii pro vzácná onemocnění. 

Data o porodní hmotnosti a výskytu screenovaných 
a detekovaných novorozenců umožnila stanovit prevalenci 
daných nemocí u pacientů s nízkou porodní hmotností. V této 
skupině byl prokázán vyšší výskyt kongenitální hypotyreózy, 
cystické fibrózy a deficitu dehydrogenázy 3-hydroxyacyl-CoA 
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s dlouhým řetězcem. Novorozenci s nízkou porodní hmotností 
tak zasluhují vyšší pozornost, nejen kvůli patologiím, které 
sama o sobě nízká porodní hmotnost přináší, ale též proto, 
že mají vyšší riziko manifestace kongenitální hypotyreózy, 
cystické fibrózy a deficitu dehydrogenázy 3-hydroxyacyl-CoA 
s dlouhým řetězcem. 

Dalším významným výstupem této dizertační práce byl 
nástroj ke snížení falešné pozitivity u novorozeneckého 
laboratorního screeningu deficitu 21-hydroxylázy. Hodnocení 
screeningových hodnot 17OHP vůči gestačnímu věku vedlo 
k signifikantnímu snížení FPR a je proveditelné v systému 
novorozeneckého laboratorního screeningu v České republice. 
Benefit je evidentní, vede ke snížení negativního dopadu 
a stigmatizace zdravé části populace a ke snížení nákladovosti 
celého screeningového programu. 

Závěrem byl vypracován diagnostický postup 
u novorozenců zachycených v novorozeneckém laboratorním 
screeningu deficitu 21-hydroxylázy v České republice. Sdělení 
shrnulo nejnovější poznatky v diagnostice deficitu                        
21-hydroxylázy a vede tak ke zlepšení celého procesu. 

Výstupy této dizertační práce prokázaly, že novorozenecký 
laboratorní screening v České republice je vysoce efektivní 
a odpovídá mezinárodním standardům. Výsledky poukázaly 
i na slabé stránky screeningového programu a přinesly několik 
návrhů k jeho zlepšení. Výše uvedené výstupy se uplatní 
v laboratorní i klinické praxi. 
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