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SOUHRN

Prace je pfehledem o moznostech stanoveni rizika nejé¢astéjSich
o tom, jaké vysledky Ize od jednotlivych typ screeningu vrozenych vyvojovych
vad oCekavat. Uvadi za jakych podminek a jakym zplsobem jsou screeningové
testy provadény. Dale porovnava jednotlivé typy testl vzhledem k poctu
biochemickych markeru a jejich kombinaci. Pozornost je vénovana i jejich
vyhodnoceni a statistickému zpracovani.Z téchto porovnani mazeme odvodit,
Ze nejefektivnéjSim a nejekonomictéjsSim screeningovym systémem VVV

pouzivanym v souc¢asné dobé je integrovany test.

KliCova slova: Screening, vrozené vyvojové vady, biochemické markery,

screeningové testy, Downav syndrom.

SUMMARY

This work gives an overview of the risk estimation of the most frequent
birth defect. It describes what results we can expect from different types of the
screening protocols. We compare those protocols, the way how they are
proceed, number of used markers and we also focus on statistics. Comparing
above mentioned facts, it is concluded, that the most safest, most economical

and most efficient screening protocol is the integrated test.

Key words: Screening, Birth Defects, Biochemical Markers, Screening Tests,

Down’s Syndrome.
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SEZNAM ZKRATEK

AC amniocentéza

AF AFP a-1-fetoprotein (AFP v plodové vodé)
AFP a-1-fetoprotein

Agn antigen

CVSs biopsie choria

DR Detection Rate — senzitivita

DS Downdv syndrom

EQC externi kontrola kvality

F-B-HCG volna B podjednotka choriového gonadotropinu

FPR False Positivity Rate — faleSna pozitivita
GDM gestacni diabetes mellitus

HbsAg povrchovy antigen viru hepatitidy

HCG lidsky choriogonadotropin

HIV virus ziskané imunodeficience

IQC interni kontrola kvality

IRMA imunoradiometricka analyza

KO krevni obraz

MS AFP a-1-fetoprotein (sérovy AFP)

NT Sijové projasnéni

NTD defekt neuralni trubice

OGTT orélni glukosovy toleran¢ni test
PAPP-A pregnancy associated plazma protein A
Pl protilatka

RIA radioimunoanalyza

SCR screening

SLOS Smith — Lemli — Opitzav syndrom

UES3 nekonjugovany estriol

uz ultrazvuk

VVV vrozené vyvojoveé vady



1 CIiL STUDIE

Moznosti stanoveni rizika VVV plodu jsou stale na vysSi arovni a cely
systém screeningu se neustale zdokonaluje.

Cilem studie bylo shromazdit aktualni informace o sou¢asnych moznostech
screeningu vrozenych vyvojovych vad a provést srovnani se zahrani¢ni praxi
vCetné nahlédnuti do historie.

Z&roven jsem se pomoci statistického porovnani dat ziskanych pfi
provadéni screeningu VVV v laboratofi IMALAB s.r.0. snazila najit

nejefektivnéjSi screeningovy systém VVV.



2 UVOD

Jako téma moji bakalafskeé prace jsem si vybrala vyuziti screeningovych
vySetieni v klinické praxi. Zaméfila jsem se pfedevsim na screening
VVV(vrozenych vyvojovych vad) a to z nasledujicich davodu:

- je to téma, které se dotyka velké ¢asti populace

- dlouhodobé je provadén v laboratofi, ve které pracuji

- mam dobry pfistup k informacim tykajicich se tohoto tématu

Na screening VVV lIze nahliZzet z rGzného pohledu :
- od nastavajici matky
- od oSetfujiciho gynekologa
- Z genetického pracovisté

- z klinické laboratore

Jejich spole¢nym cilem je ziskat co nejpfesnéjSi a nej¢asnéjsi informace
0 zdravi plodu a ucinit tak zpisobem co nejméné zatéZujicim organismus matky
I oCekavaného potomka.

V tomto pfipadé je dobré informovanost vSech zucastnénych
0 moznostech screeningu zakladnim predpokladem k ziskani co
nejkvalitngjSich vysledka.
Moje prace se sklada ze dvou &asti - teoretické a praktické.

V teoretické Casti jsem se pokusila podat uceleny pohled na tuto
problematiku. Je pfehledem sou€asnych moznosti screeningu vrozenych
vyvojovych vad.

V praktické ¢asti provadim srovnani jednotlivych druhd screeningovych

testu pouzivanych v laboratorni praxi.



TEORETICKA CAST

3 CO JE TO SCREENING?

Screeningové vySetfeni je vyhledavaci test, ktery slouzi k identifikaci

rizikové skupiny jedincu, u kterych je pravdépodobnost vyskytu ur&itého

onemocnéni €i abnormality vyznamné vysSSi nez v bézné populaci. Smyslem

screeningu je aby nebyla provadéna dalSi vySetfeni nebo pfimo diagnostické

testy u osob u nichz k tomu neexistuji Zddné medicinské davody.(1)

3.1 Kritéria pro efektivni a v praxi realizovatelny screening

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7
8)

9)

Vyhledavana choroba musi byt jasné definovana a mit i vyznamnou
incidenci (vyskyt v populaci).

Jedna se o medicinsky zavazné onemocnéni, pro které existuje efektivni
zpusob |é¢by nebo medicinsky zasah.

Jednoduchost a snadna proveditelnost.

Neinvazivnost a bezpecnost pro pacienta.

Efektivnost z hlediska nakladll — naklady na screening musi byt niz§i nez
naklady na lé€eni vyhledavané choroby v populaci.

Vysoka senzivita (% spravné pozitivnich vysledkd z daného souboru).
Vysoka specificita (% spravné negativnich vysledkl z daného souboru).
Maximalni mozna pozitivni prediktivni hodnota (udava % s jakou
pravdépodobnosti bude mit pacient hledanou chorobu, kdyz bude
vysledek testu pozitivni).

Maximalni mozZné negativni prediktivni hodnota (udava % s jakou
pravdépodobnosti nebude mit pacient danou chorobu, kdyzZ vysledek

testu bude negativni).



10) Moznost testovat jeho spolehlivost (kontrola kvality).

11)Rovnocenny pfistup — pacienti maji mit pradvo na rovnocenny pfistup
ke screeningu.

12)Charakter testu — distribuce hodnot u postizenych a nepostizenych
jedinct musi byt znamy, prekryv hodnot musi byt dostate¢né nizky
a musi byt definovan cut — off. (1,2)

V dnesni dobé je v mnoha medicinskych oborech role screeningu

nezastupitelna. Mezi né patfi i perinatologie .
3.2 Screeningové metody v perinatologii

- ultrazvukovy screening k objektivizaci gestacniho stafi
- screening téhotenskych abnormalit

- ultrazvuk kongenitalnich malformaci plodu

- screening chromozomalnich a genetickych odchylek

- screening fetalniho krevniho obéhu a chovani plodu

- screening pfiznaku predc¢asného porodu

- screening infek&nich a internich onemocnéni matky (2)

3.3 Laboratornich screeningové metody v perinatologii

stanoveni biochemickych markert VVV (vrozenych vyvojovych vad)
- chemické vySetfeni moce (GDM, infekce, preeklampsie)

- OGTT (GDM)

- KO (anemie, trombocytopenie)

- serologické vySetfeni (HIV, HbsAg, lues)

- krevni skupina + RH faktor (hlavné u RH negativni matky) (2)
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3.4 Specifika téhotenského screeningu

- ve zvySené mife dbame na neinvazivnost a nebolestivost vySetfeni

- nutnd maximalni mozna bezpecnost pro matku i plod

- prestoze jsme schopni odhalit hledany patologicky stav — moznosti
efektivni [éCby byvaji omezené, z toho plyne vznik velkého traumatu
pro matku

- velmi dalezity je srozumitelny a citlivy pFistup Iékare pfi vysvétleni
vysledkd testu pacientce a podani vy€erpavajicich informaci o mozném
dalSim postupu

3.5 Duavody upfednostnéni screeningu VVV pred jejich
diagnostikou

- vS8echny metody diagnostiky VVV jsou invazivni (amniocentéza, biopsie
choria, kordocentéza) a jsou spojeny se zvySenym rizikem potratu
(0,5 -1 %) a raznych komplikaci pro matku i plod

- nezanedbatelna je i daleko vySSi cena invazivniho a zejména
nasledného laboratorniho cytogenetického nebo molekularné

genetického vySetfeni

4 HISTORIE

4.1 Screening NTD

1956 - popsan AFP
1974 - souvislost vysSich hodnot AFP v matefském séru pfi NTD

1977 - AFP jako marker pro sérovy screening v rutinni praxi
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4.2 Screening Downova syndromu

- vyuZziti véku matky
1933 - souvislost vysSiho matefského véku se syndromem Down
70.1éta - screening provadén u Zen nad 35 let véku — amniocentéza nabizena

starSim matkam

- vyuziti sérovych marker( ve 2.trimestru
1984 - souvislost snizeného AFP a DS
1987 - souvislost vy§Siho HCG a DS
1988 souvislost snizeného UE3 a DS
1988 - zavedeni TRIPLE TESTU do praxe

- vyuZziti sérovych markerd + méfeni NT v 1.trimestru
1985 - u plodu s DS je na UZ vySSi NT (Sijové projasnéni)
1990 — souvislost vySSiho NT s dalSimi aneuoploidiemi
1991 - souvislost snizeni hladiny PAPP-A u plodu s DS
1992 - F-B-HCG jako marker DS v1.trimestru
1992 - UZ méfeni NT jako screeningova metoda
1996 -kombinace UZ a bioch. markerd v 1.trimestru
-spole¢né vyuziti marker( 1. a 2.trimestru
1999 — kombinace UZ a biochemickych markera v 1. a 2.trimestru — spojeni
do podoby integrovaného testu (3)
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PRAKTICKA CAST

5 PROVADENI SCREENINGU VVV V SOUCASNOSTI

V soucasné dobé se screening VVV provadi ve dvou obdobich
- v 1. trimestru (11.-14.tyden gravidity)
- v 2. trimestru (15 —20.tyden gravidity)

Screening VVV v 1. trimestru pomoci méfeni NT (Sijového projasnéni)
a biochemickych markert (PAPP-A, f- beta HCG) je zaméfen zejména
na zjisténi rizika vzniku:

- chromozomalnich aberaci

- trizomie 21.chromozomu (Downuv syndrom)

- trizomie 18. chromozomu (Edvarsav syndrom)

- morfologické vady

- riziko vrozenych vad srdce ( za pfedpokladu Spi¢kové ultrazvukove

techniky a v zavislosti na télesné konstituci pacientky )

- porodnickych komplikaci

- hrozici potrat

Screening VVV ve 2. trimestru pomoci biochemickych markert
(AFP , HCG , UE3) je zamérfen na zjisténi rizika:

- defektd kozniho krytu plodu (NTD , rozStépy bfisni stény)

-chromozomalnich aberaci plodu, stejnych jako u 1. trimestru

- trizomie 21.chromozomu (Downlv syndrom)

- trizomie 18. chromozomu (Edvarsav syndrom)

- trizomie 13. chromozomu (Patalv syndrom)

- Smith — Lemli — Opitztv syndrom (2)
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6 SYNDROMOLOGIE

Zabyva se vrozenymi vadami a jejich kombinacemi. Vrozenymi vadami
nejcastéji oznacujeme poruchy utvareni organu, které vznikly v obdobi
nitrodélozniho Zivota.

Do kategorie vrozenych vad vSak nalezi i poruchy funk&ni (mentalni
retardace) a také poruchy na urovni molekularni (vady metabolismu).

Vrozené vady mohou mit primarné genetické pficiny nebo naopak mohou
byt vysledkem pouze nepfiznivého vlivu zevniho prostredi.

VétSina vrozenych vad je multifaktorialnich.

V genetice stanovujeme Casto diagndzu a prognozu na zakladé zjevnych

odchylek od normy - stigmat, aniZ je znama etiologie postizeni.(4)

6.1 Defekt neuralni trubice NTD

Je porucha uzaveéru nervoveé trubice, ktera vznika nedokonalym uzavérem
patefniho kanalu v ¢asnych fazich vyvoje embrya. Muze byt v kterémkoliv misté
patefe nejCastéji v oblasti bederni. 80% postiZzenych, ktefi pfeziji maji vyrazné
neurogenni postizeni (paraplegie, inkontinence, 20% je postizeno mentalné ).

Pokud defekt postihne hlavovou ¢ast vznika tzv.anencefalus (téméf upiné
chybéni mozku a lebniho krytu). Anencefalie tvofi jednu polovinu NTD a je
inkompatibilni s pfezitim.

NejvysSi riziko NTD maji plody matek nejmladSich a nejstarSich vékovych
skupin. V 95% pfipadl se rodi postizeny plod jako 1.v poradi. Riziko zvySuji
nékteré 1éky u matky (antiepileptika), naopak podavani kyseliny listové nejméné

dva mésice pred otéhotnénim riziko vyskytu NTD snizuje. (2,5)

14



6.2 RozStép bfisSni stény

Existuji dva typy defekt(:

Prvni je omfalokela (pupecni kyla) - bfiSni organy nejsou umistény
spravné v dutiné bfisni, ale zUstavaji ve vaku v misté aponu pupecéniku.

Druhym typem je gastroschiza — vznik& vytvofenim Stérbiny v jiZz vytvofené
bFiSni sténé, kterou mohou vyhfeznout bfisni organy.

U obou vad muze byt fada pfidruzenych komplikaci a anomalii.(5)

Screeningovym markerem pro defekty kozniho kryti je matefsky sérovy
AFP (MS-AFP). Obecné plati, Ze riziko postiZzeni stoupa s hodnotou MS-AFP,
ktery je pravdépodobné placentarniho puvodu.

ZvySené AFP nachazime i v plodové vodé ( AF-AFP) a je zplsobeno
prosakovanim AFP z defektu kiize plodu do plodové vody.

DalSi nalezeni zvySenych hodnot AFP muzZe souviset s provedenim
pfedchoziho invazivniho vySetfeni, nebo také s odumfenim plodu. Fyziologické

zvySeni koncentrace v séru mizZzeme pozorovat u vice€etnych téhotenstvi. (2)
6.3 Downuav syndrom

Z&kladni geneticka vybava ¢lovéka je v kazdé bunce tvofena 46
chromozomy. Jakakoliv zména, chybéni, ale i zmnozeni chromozomu se projevi
jako vrozené postizeni. Downuv syndrom vznika jako nasledek pfitomnosti
nadbyte¢ného chromozomu ¢&islo 21. Postizeny ma tedy 47 chromozomd.
Charakteristické symptomy u postizenych DS:

- typicky obli¢ej — Sikmé odi
- kozni fasa — epicantus

- menSi lebka

- kozni fasa na zatylku

- kratky krk

- Siroky kofen nosu

- mala usta

- veétsi jazyk

- malé nizko posazené usi
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- kratkeé prsty

- opici ryha

- menSsi zavalita postava

- vySka v dospélosti 144-155cm

- 1Q 25-50

- jedna tfetina déti se rodi se srde¢ni vadou

Vznik Downova syndromu se neda ni¢im ovlivnit. Riziko stoupa s vékem

téhotné matky.

Riziko u normalni populace je 1:800

u 35 lété Zeny je 1:380
u 40 leté Zeny je 1:110
u 45 leté Zeny je 1:40

Proto se u Zen nad 35 let donedavna nabizel odbér plodové vody
(amniocentéza). Nejnovéjsi doporuceni jiz nebere vékove riziko samostatné
do Uvahy a mélo by se vychazet z konkrétnich vysledku screeningu. V pfipadé
invazivnich vysSetieni se diagnéza blizi 100%, ale je spojena s jistym rizikem

poSkozeni plodu. (6)

U Downova syndromu byva u kombinovaného testu v prvnim trimestru
sniZzena hladina PAPP-A, zvySené F- B-HCG a dale zvétSeni Sifky NT oproti
normalu, které mize signalizovat i jiné vady, zejména srdecni. U triple testl

nachazime snizeni hladiny AFP a UE3, zvySenou hladinu HCG
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Obrazek 1: 47, XY, +21

Na obrazku 1 na strané 17 vidime trisomii 21. chromosomu u jedince

muzského pohlavi (chromosomy XY), vyskytujici se u Downova syndromu. (4)

6.4 Edwarsuv syndrom

Zde je pfitomna trisomie 18. chromozomu.
Polovina plodi zemfe v déloze, 50% do dvou mésicu po narozeni.
Jen 5-10% prezije 1rok.
Charakteristické symptomy u postiZzenych Edwarsovym syndromem:
- nizka porodni vaha
- abnormalni tvar hlavy
- malé Celist
- nizko posazené usi
- seviena pést s prekfizenymi prsty
- srdec¢ni vady
- obraceny nos

- obtizné dychani
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nevyvinuté nebo chybéjici palce
opozdény rast

Vyskyt 1:3500 novorozencd. (7)

U kombinovaného testu jsou oba biochemické markery PAPP-A,
F-B-HCG vyrazné snizeny a hodnota NT (nuchalni translucence) vyrazné
zvysena.

Ve 2. trimestru byva snizena hladina AFP, HCG i UE3.

_ 9.%_
"
1 12
Y X! (N
13 14 15
BLL ¥ St § T
16 17 18
—a g4 =—3 F scaT—gs
* ® £4 &l 22 QOdd. Iék. genet. UNZ NVP
1 pfi FNMsP a FOL UK
Obrazek 2: 47, XY, +18

Na obrazku 2 na strané 18 je jasné patrna trisomie 18.chromosomu u jedince

muzského pohlavi(chromozomy XY), vyskytujici se u Edvarsova syndromu. (4)

6.5 Smith — Lemli — Opitziv syndrom

Jedna se o autosomalné recesivni dédi¢né onemocnéni.

Doprovodna metabolicka abnormalita — sniZzen& hladina plazmatického
cholesterolu a zvySena 7 — dehydrosterolu pfi plazmatickém defektu
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7 — dehydrosterol - reduktasy. Cholesterol je normalné soucasti bunécnych

membran a je nezbytny pro normalni funkci organismu.

Charakteristické symptomy u postizenych SLOS:

mikrocefalie

ptdza vicek

maly vpaceny nos
mikrognacie

maly vzrust

mentalni retardace
skeletarni abnormality
Casto syndaktylie
polydaktylie na nohach

u muzu hypogenitalismus rizného stupné

Projevuje se velmi nizkou hladinou UE3.
Vyskyt v populaci 1:40 000. (4)

6.6 Patallv syndrom

Nemoc je zplsobena nadpocetnym 13. chromozomem.

Zde se projevuji vrozené vady mozku, mikrocefalie, vady o€i a usnich

boltcu, rozStép rtd a patra, polydaktilie, t&¢Zk& psychomotoricka retardace,

anomalie urogenitalniho Ustroji.

Téhotenstvi ¢asto kon&i samovolnym potratem nebo pfed€asnym

porodem.Vice nez 90% déti umira do jednoho roku.
Vyskyt v populaci 1:5000.

PFi odhalovani tohoto syndromu se uplatiuji zejména specifické

UZ markery. (8)
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7 POZADAVKY NA LABORATO R PROVADEJICI
SCREENING VVV

- dostate¢ny pocet vySetfeni VVV v imunoanalytické laboratofi
(miniméalné 1000/rok) — plati pro prvni i druhy trimestr.
- externi i interni hodnota kvality laboratofe a prub&zné monitorovani vysledka.
-doporuceny systém EHK
1. trimestr — UK NEQUAS ( Némecka spole¢nost pro klinické laboratore)
2. trimestr — SEKK(systém externi kontroly kvality),
DGKL (Spole¢nost pro kontrolu kvality v klinickych
laboratofich ve Velké Britanii)
- musi byt pfitomen pracovnik s odpovidajicim vzdélanim zodpovédny
za provadéni screeningu a systém EQC a IQC (interni a externi kontrola
kvality).
- laboratof ma presné vypracovany postup pro preanalytickou fazi
- analytické pozadavky jsou pfesné definovany a dodrzovany
- laboratof musi spolupracovat s oSetfujicim gynekologem a genetickym
pracovistém, které provadi kone¢né vyhodnoceni screeningu
- laboratof mé& provedenou validaci metod a stanovenou rozSifenou nejistotu

mérfeni. (2)

8 MOZNOSTI VYBERU TESTU A EFEKTIVITA
JEDNOTLIVYCH METOD

1) Kombinovany test
- 1 trimestr (11 — 14 tyden)
- PAPP - A, F - beta HCG, méfeni NT (Sijové projasnéni) event. dalSi

ultrazvukové markery

20



Tento test je v soCasnosti ziejmé nejefektivnéjSim samostatnym
screeningovym systémem se zachytem témér 85 % postizenych ploda pfi 5 %
faleSné pozitivité.Pfi zvySeni senzitivity na 90% se neumérné zvysi faleSna
cytogenetickd analyza materialu ziskaného CVS. Jeho velkou vyhodou je

vCasngjsi vysledek.

2) Triple test

- 2. trimestr (15 — 20 tyden)

-  AFP, HCG, UE3

Pokud je pouzito i méfeni NT je senzitivita okolo 82 %, ale vétSinou se
samostatné NT s triple testem neintegruje.

V nékterych laboratofich se stanovuje navic jako marker i INHIBIN A.Takto
provadény test je oznaCovan jako kvadruple test.

INHIBIN A neni v sazebniku vykona hrazenych zdravotnimi pojistovnami,

proto se v Ceské republice pouziva velmi ziidka.

3) Integrovany test = kombinovany test + triple test
- vysledek po 2. trimestru
Spojeni téchto dvou systému muze prinést zvySeni senzitivity na >94 %

pfi snizeni FPR na 3-4%

4) Sekvencni test - forma integrovaného testu se zohlednénim vysledku se

zvySenym rizikem v 1. trimestru.

Vysledek po 1. trimestru zasilame Iékafi jen tehdy pokud vyjde zvySené
riziko VVV u kombinovaného testu — nasleduje podrobnéjsi ultrazvukové
vySetfeni popfipadé CVS ( biopsie choria). Jinak jsou vysledky hodnoceny
spolec¢né s triple testem a odesilany po provedeni druhotrimestralni ¢asti testu
oSetfujicimu lékafi. U pozitivniho vysledku je Zené doporucena konzultace
v centru prenatalni diagnostiky, popfipadé amniocentéza. V pfipadé
negativniho vysledku miazeme s vysokou pravdépodobnosti urcit, Ze se dité
narodi bez sledovanych VVV. (3)
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8.1 Ovlivnéni u¢innosti screeningu

- kombinace markeru i jejich pocet

- zpusob jakym jsou markery kombinovany

- volba cut — off

- nastavenim Ciselné hodnoty cut - off si miZzeme modifikovat efektivitu
screeningu i jeho senzitivitu a faleSnou pozitivitu

Hodnoceni screeningu VVV je zavislé na délce gestaéniho stéafi
v téhotenstvi.Nejkorektné&jSim zplsobem datace délky téhotenstvi je
ultrazvukové vysetreni.

Z pohledu vyhodnoceni rizika pfitomnych VVV hraje roli také hmotnost
téhotné. Vysledné riziko mlZze byt teoreticky i prakticky ovlivnéno i dalSimi
faktory jako je napfiklad: koufeni t&€hotné, diabetes mellitus a dalSi. V praxi se
ovSem tyto parametry pfi vyhodnocovani screeningu vyuzivaji jen zfidka.

Hodnoceni u vice€etnych téhotenstvi je mozno také provadét,
ale vysledna hodnota rizika neni statisticky tak vyznamna jako u jednocetnych
téhotenstvi.

V nésledujicich tabulkdch 1 a 2 na strané 22 je provedeno porovnani
screeningovych postupu u kombinovaného a sekvenéniho testu.

Tabulka 1: Hodnota senzitivity p ~ Fi
fixované faleSné pozitivit é

FPR % 1 (3 |5

DR% — kombinovany test| 69| 79| 85

DR% — sekvendni test 81 (89 |91

DR - senzitivita

FPR - faleSna pozitivita (1)

Tabulka 2: Hodnota faleSné pozitivity p ~ Fi
fixaci senzitivity

DR% 70 |80 |90

FPR% - kombinovany test|1,1 3,4 |11

FPR% - sekvenéni test <0,5/09]| 3,8

DR - senzitivita

FPR - faleSna pozitivita (1)
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8.2 Hodnoceni testu

Z pohledu téchto informaci se sekvencni test jevi jako nejefektivnéjsi
zpusob screeningu VVV, protoZe sdruzuje vyhody screeningu prvniho i druhého
trimestru. Kombinovany test ma lepsi vysledky nez triple test, ale horSi nez
integrovany test .

Samostatné posuzovany triple test se jevi jako pfekonany. Jeho provadéni

v budoucnu méa vSak hned nékolik dtvodu.

1) Urcité procento Zen pfichazi ke gynekologovi v pokrocilejSim stadiu
teéhotenstvi a na ¢asné vysetfeni biochemickych markert ke kombinovanému
testu (PAPP-A a F-B-HCGQG) je uz pozdé.

2) Soucasti triple testu je také stanoveni AFP, ktery je jedinym biochemickym
markerem defektu neuralni trubice (NTD).

3) Problémem u kombinovaného testu zustava i méfeni NT(Sijového
projasnéni), protoZe ne vSude je dostupny kvalitni ultrazvukovy pfistroj
a zaroven i vySkoleny specialista s certifikatem.

4) Hlavnim divodem zachovani druhotrimestralniho triple testu je jeho

zaclenéni do integrovaného testu. (10)

9 PROVADENI SCREENINGU V PRAXI

- zjisténi teéhotenstvi

- navstéva gynekologa a urceni pfesné délky téhotenstvi

- nabidnuti screeningu Zené (test je dobrovolny) a podrobné pouceni
0 jeho vyznamu a moznostech

- v 10 - 11. tydnu (prvni trimestr) odbér krve ke kombinovanému testu

- vySetfuje se PAPP- A a volna podjednotka HCG - F-B-HCG
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- mezi 11 - 13. tydnem — méfeni tloustky Sijového projasnéni

- ur€eni vysledkd kombinovaného testu

- pozitivni vysledek se odesila lekafi téhotné a ten ji vysvétli dalSi
postup — moznosti diagnostiky pomoci CVS

- negativni vysledek se nadale ponechava v laboratofi a je pouzit
k vyhodnoceni integrovaného testu — v 16. — 17 tydnu odbér krve na
triple test

- vySetfuje se hladina AFP, HCG, UE3

- vyhodnoceni vysledku integrovaného testu (kombinovany + triple test)
systémem ALPHA

- v pripadé pozitivniho vysledku je dalSi postup konzultovan s oSetfujicim
lekafem

- v pfipadé negativniho vysledku vhledem k vysoké senzitivité u tohoto
typu screeningu muzeme fici, Ze s velkou pravdépodobnosti
nepromeskame realné pfitomnou vadu plodu. Tento screeningovy model
zaroven disponuje velmi nizkou faleSnou pozitivitou a z toho plynoucim
velmi malym procento zbyte€né provedenych invazivnich vykonu, které

znamenaji velmi stresuijici situaci pro zenu. (9,10)

10 PROVADENI SCREENINGU V ZAHRANICi

Provadéni screeningovych metod tohoto typu v zahranici je zavislé jednak
na pristupu platct zdravotni péce a jednak na technickych a personalnich
moznostech v dané zemi. V zapadni Evropé je screening provadén podobnym
zpusobem jako v CR. Zeny se mohou rozhodnout zda preferuji ¢asné&;si
screening s nizSi senzitivitou nebo naopak plnohodnotny screening v obou
trimestrech. Na rozdil od CR se v zapadni Evropé pomérné &asto provadi
ve 2. trimestru jesté dalSi biochemické stanoveni — INHIBIN-A. Podobnym
zpusobem se také screening provadi v Severni Americe. V méné rozvinutych

zemich mé provadéni téchto vySetieni riznou uroven. V nékterych regionech je
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provadén témeér na urovni sou¢asnych standardu a v jinych neni provadén
vubec. (10)

11 METODY STUDIE

Ke stanoveni biochemickych markerd v nasi laboratofi pouzivame
izotopoveé imunochemické metody — radioimunoanalyzu (RIA) a imunometrickou
analyzu (IRMA ). Metody RIA pracuji s antigenem zna¢enym radioizotopem
a metody IRMA se znacenou protilatkou. Ke znaeni antigenu se obvykle

pouZiva radioaktivni izotop jodu I*?° .(12)
11.1 Metody RIA (radioimunoanalyza )

Patfi do skupiny kompetitivnich (soutézZivych) metod s heterogennim
usporadanim. Pracuje se se tfemi reaktanty. Jsou to Agn, Agn® a Ab pfidana
v limitovaném mnozstvi. U klasické RIA je Ab v tekutém stavu na rozdil od RIA
techniky na pevné fazi, kde je Ab v limitovaném mnoZstvi vdzana na pevnou

fazi.U nasich méfeni pouzivame techniku pevné faze. (12)

11.1.1 RIA na pevné fazi

U techniky pevné faze mlze byt protilatka v limitovaném mnozstvi
navazana na vnitini sténu zkumavek z polystyrénu, polypropylenu, nebo
polytetrafluoretylenu. Stény reakénich zkumavek jsou potazeny protilatkou,
na kterou se kompetitivné (soutézivé) navaze znaceny i neznaceny antigen.
Po ukonceni reakce se roztok s nezreagovanym Agn a Agn* odsaje
a po vyplachnuti stén zkumavky se méfi radioaktivita imunokomplekcu
Agn* — Ab — pevna faze. (12)

Metodu RIA pouzivame u HCG a UE3.
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11.2 Metoda IRMA (imunoradiometricka analyza)

Jde o nekompetitivni (nesoutéZivou ) metodu, pfi které se pouzivaji tfi
reaktanty —stanovovany Agn, Ab — navazana v prebytku na pevnou fazi
a znacena Ab* pfidavana v nadbytku. Na protilatku, kterou je nasycena pevna
faze (sténa zkumavky) se navaze stanovovany Agn. Po inkubaci a promyti se
na jiné vazebné misto antigenu navaze v nadbytku pfidana zna¢ena Ab*
a znovu se provede inkubace.Volna nezreagovana Ab* se odstrani promytim.
MéFi se radioaktivita znaceného imunokomplexu vazaného na pevneé fazi.
Metodu IRMA pouzivame u PAPP-A, AFP a F — B —HCG. (12)

U obou metod provadime méfeni radioaktivity na detektoru gama zareni.
11.3 Vicedetektorovy gama — ¢ita¢ pro RIA JNG 403

Je to pfistroj umoznujici registrovat sou¢asné vicerymi detektory ¢etnost
impulst, umeérnych aktivitam vzorkd znacenych nizkoenergetickymi gama

nuklidy (u nas I**°

). Jako detektory zafeni jsou pouzité krystaly Nal spojené
s fotonasobici, do kterych se vkladaji vzorky ve zkumavkach z plastu, umisténé
v ochranné kazeté. Namérené Cetnosti impulsu s korekci na hodnotu pozadi se

dale vyhodnocuji vhodnym programem na pfipojeném externim pocitaci. (13)

12 PRINCIPY JEDNOTLIVYCH METOD

12.1 PAPP-A (pregnancy associated plazma protein A)

Je to lidsky téhotensky glykoproteid, ktery je proteazou IGFBP-4. Jeho
funkce v gravidité neni zndma.Vysledky stanoveni koncentrace PAPP-A lze

pouzit pro odhad rizika vyskytu Downova syndromu v prenatalnim screeningu .
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Material k analyze : sérum

Odbér :3 — 5 ml srézlivé krve do skla nebo plastu bez Gpravy.

Referen¢ni hodnoty: vysledky jsou interpretovany na zakladé gestacniho stafi
a davaji se do souvislosti s F — B —HCG a méfenim NT popfipadé jinymi

biochemickymi markery. (14)

Princip metody

Jedna se o imunoradiometrické stanoveni (IRMA ), které je zaloZzeno na
metodeé typu ,sandwich®. K soupravé jsou pouZzity dvé monoklonalni protilatky,
proti dvéma rliznym epitopim molekuly PAPP- A, které si vzajemné
nekonkuruji. Vzorky nebo kalibratory se inkubuji ve zkumavkach potazenych
prvni monoklonalni protilatkou spole¢né z roztokem druhé monoklonalni
protilatky znagené I'?°. Po inkubaci se obsah zkumavek odsaje a zkumavky se
promyji, aby se odstranila nenavazana znacend protilatka. Pomoci gama-
CitaCe se odectou hodnoty impulst. Koncentrace PAPP-A ve vzorcich se
vypocita z kalibrac¢ni kfivky sestrojené pomoci kalibratort. Koncentrace je pfimo

uamérna namérené radioaktivité. (15)

12.2 AFP (a-1-fetoprotein)

Je dllezity sérovy onkofetalni glykoprotein ¢asného vyvoje savcu
a zaroven jeden z vyznamnych tumorovych markera.(primarni karcinom

jaternich bunék, nadory varlat a karcinom GITT).

Material k analyze : sérum

Odbér 3-5 ml srazlivé krve do skla nebo plastu bez Upravy.

Referenéni hodnoty: Pro VVV jsou vysledky interpretovany na zakladé
gestacniho stafi a davaji se do souvislosti s ostatnimi biochemickymi markery.
Samostatné zvySené AFP muZe signalizovat NTD nebo rozstépy bfisni stény.
ZvySeni hladiny muze byt zptsobeno alkoholismem. (14)
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Princip metody

Jedné se o radioimunometrické stanoveni( IRMA), které probih& ve dvou
krocich v soupraveé jsou pouzity mySi monoklonalni protilatky proti 2 riznym
epitoptim molekuly AFP. Nejprve se ve zkumavkach potazenych
1.monoklonalni protilatkou inkubuji vzorky nebo kalibratory. Po inkubaci se
obsah odsaje a promyje. Napipetuje se do nich 2. protilatka znagena 1'% .
Po 2.inkubaci se odsaje obsah zkumavek a vymyje nenavazana znacena
protilatka. Vazana aktivita se méfi na gama cita¢i. Koncentrace AFP

v kalibratorech a vzorcich je pfimo umeérna zméfené radioaktivité. (16)
12.3 F—3-HCG (volna B podjednotka HCG)

Molekula lidského placentarniho glykoproteinu HCG ma
2 podjednotky a a 3. B podjednotka ur€uje biologickou specifitu hormonu.
V télnich tekutindch muaze byt pfitomna jak intaktni molekula HCG i volné
podjednotky. Jeho vyuZiti je hlavné ve sledovani suspektni gravidity,
ve screeningu VVV a zarovern ma funkci tumorového markeru (testikularni,

placentarni a trofoblastické nadory).)

Material k analyze: sérum

Odbér: 3 — 5 ml vendzni krve do skla nebo plastu bez Gpravy. Hemolyticke,
lipemické a ikterické vzorky neni mozno zpracovat. Nevhodné je i dlouhé stani
pfi laboratorni teploté&, které zvySuje podil F—3-HCG ve vzorku.(14)

Princip metody

Stanoveni F—3-HCG se provadi metodou IRMA a je zaloZzeno
na dvoukrokové metodé typu ,sandwich”. Systém pouziva 2 mysi monoklonalni
protilatky proti 2 rGznym epitopum pFistupnym pouze na volné 8 podjednotce
HCG, které si vzajemné nekonkuruji. Nejprve se ve zkumavkach potazenych
prvni protilatkou inkubuje vzorek nebo kalibrator spolu s fosfatovym pufrem.
Déle se obsah zkumavek odsaje a napipetuje se protilatka znaéena I'*
a inkubuje se. Nasledné se obsah zkumavek odsaje a vymyje se nenavazana

|125

znacena protilatka. Vazana aktivita se méfi na gama — Citaci. Sestroji se
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kalibrac¢ni kfivka a z té se odec¢tou hodnoty F—3-HCG. Koncentrace ve vzorcich

je pfimo umérna mérené radioaktivité. (17)
12.4 T — HCG (lidsky choriogonadotropin)

Je choriogonadotropni hormon placentarniho pivodu, ktery muze byt téz
tvofen burikami trofoblastického nadoru. Stanoveni je soucasti prenatélniho
screeningu (spole¢né s AFP a UE3). Dale ma vyznam jako tumorovy marker

a je vhodny i ke sledovani suspektni gravidity.
Material k analyze: sérum
Odbér: 3 — 5 ml srazlivé krve do skla

Referen¢ni hodnoty: pro ucely VVV umérné gestaénimu stari (14)

Princip metody

Radioimunoanalytické stanoveni (RIA) HCG je kompetitivni (soutéziva)
metoda. Vzorek nebo kalibrator se inkubuje ve skumavkach potazenych

protilatkou spole¢né s I'*

— HCG jako radioindikatorem. Po inkubaci se obsah
odsaje a navazana aktivita se méfi gama — Citaem. Sestroji se kalibracni

kfivka a z ni se odectou koncentrace HCG v neznamych vzorcich. (18)
12.5 UE3 (unkonjugovany estriol)

Tento hormon je béhem téhotenstvi produkovan placentou, jatry
a nadledvinkami plodu a je vyuzivan spole¢né s HCG a AFP k ucelim

biochemické prenatalni diagnostiky.

Material k analyze: sérum
Odbér:3-5 ml srazlivé krve do skla nebo plastu bez Upravy.
Referen¢ni rozmezi:hodnoceni UE3 jako souc¢ast prenatalniho screningu je

zavislé na gestacnim stéafi probihajiciho téhotenstvi. (14)
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Princip metody

RIA stanoveni UE3 je kompetitivni (soutéZivd) metoda vzorek nebo
kalibrator se inkubuje ve zkumavkach potazenych protilatkou spole¢né
s I'% - estriolem jako radioindikatorem. Po inkubaci se obsah zkumavek
a navazana aktivita se méfi gamacitatem. Sestroji se kalibraéni kfivka

a z ni se odectou koncentrace estriolu v neznamych vzorcich. (19)

13 POROVNANI RUZNYCH DRUHU TESTU

Laboratof IMALAB s.r.o. ve Zling, ve které pracuji se zabyva screeningem
VVV 13 let.
Od roku 1995 provéadi screening VVV pomoci triple testu.
Od roku 2001 také pomoci prvotrimestralniho kombinovaného testu.
Od 1.1.2008 se pouziva k vyhodnoceni markert modifikovany integrovany test,

ktery je oznaCovan jako sekvencni.
VSechny druhy uvedenych testl jsou pouzivany soubézné. (11)

Pro koho mohou byt rizné druhy test uréeny?
1. Samostatny kombinovany test (PAPP-A, NT, F—3-HCG)
— pro matky - které preferuji Casny vysledek

- které se nemohou zuc¢astnit testu ve 2. trimestru

2. Samostatny triple test (AFP, HCG, UE3)
- pro matky, které pfichazi ke gynekologovi v pokrocilejSim stadiu
téhotenstvi
a na provedeni kombinovaného testu je jiz pozdé
- nékdy maze byt dulezité i ekonomické hledisko, protoze kombinovany
test
si na rozdil od triple testu hradi matka sama
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3.

Integrovany test (kombinovany + triple test)

e

- pro matky, které preferuji co nejvySsi senzitivitu a zarover co nejnizsi

faleSnou pozitivitu.(10)

Tabulka 3: Statistické porovnani rizika Downova syn

a integrovaného testu

dromu a NTD u triple testu

Triple test Integrovany test
5 |Vysledek v| _|Vysledek v
Pocet testl Pocet testl
% %
Celkem provedenych testl 823 100 322 100
ZvysSené riziko - DS 55 6,7 3 0,9
Zvysene riziko - NTD 25 3,0 9 2,7
Obrazek 3: Grafické zndzorn éni rizika DS a NTD
Grafické znazorn énirizika DS a NTD
s 8
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13.1 Porovnani rizika DS u triple testu a u integrovaného

testu

Porovnani jsme provedli u dvou rliznych skupin testu viz tabulka 3 na strané 30.

1.skupina obsahuje 823 triple testu.
Z nich pozitivnich na DS bylo 55 coZ odpovida 6.7%

2. skupina obsahuje 332 integrovanych testa.

Z nich pozitivni na DS jsou 3 coz odpovida 0.9%

Na zékladé statistického zpracovani muzeme fici, Ze pokud se snizi
pozitivita u integrovaného testu oproti triple testu z 6,7 na 0,9 %, nutné dojde
také ke snizeni FPR (zpfesnéni vysledkl vlivem kombinace vice marker().

Z tohoto pohledu se jevi integrovany test jako nejvyhodnéjSi metoda
k zjiSténi rizika Downova syndromu.

Snizeni FPR pfinasi snizeni podtu invazivnich vykonu, z Eehoz vyplyva
nizsi ekonomicka narocnost i snizeni psychické zatéze pro matku.

Pro jednotlivé typy screeningovych testl jsou nastavena rizna cut-off.
Screening Downova syndromu povaZujeme za pozitivni pokud jeho riziko je
vétSi nez 1:300 - u triple testu.
1:300 — u kombinovaného testu - pokud je provadén izolované
1:100 — u kombinovaného testu - pokud je provadén jako soucast
integrovaného testu

1:150 — u integrovaného test
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13.2 Porovnani rizika NTD u triple testu a integrovaného

testu

Stejné skupiny testu jsme porovnali také z pohledu NTD.

Zjistili jsme Ze mira rizika vyjadiena v procentech je 3% u triple testu
a 2.7% u integrovaného testu. Z tohoto pohledu je patrné, Ze pocty pozitivnich
vysledkd u téchto testu se nijak vyznamné nelisi.

Duvodem je, Ze jedinym biochemickym markerem NTD je druhotrimestralni
AFP, ktery je nezavisly na provadéném typu screeningu. Z tohoto divodu, pfi
srovnani triple testu (2.trimestr) a integrovaného (1.+2.trimestr) zUstava %
pozitivnich vysledku v podstaté na stejné urovni.

Zvysené riziko NTD uvaZzujeme tehdy, pokud je hodnota AFP vétsi nez
dvojnasobek medianu.

Abychom mohli srovnat sérové koncentrace markerud pro razné gestacni
stari hodnotime biochemické markery v ndsobcich medianu - stfedni hodnota
souboru pro dané gestaéni stéfi.

14 VYSLEDKY STUDIE

Z naSeho statistického porovnani muzeme odvodit, Ze integrovany test je
systémem.NaSe vysledky potvrzuji to co je v literatufe popsano ve velkych
studiich SURUSS a FASTER.

V laboratofi IMALAB s.r.o. se provadi nékolik tisic screeningovych
vySetfeni ro¢né. V roce 2007 jich bylo provedeno témér 2000 v 1.trimestru
a 4500 ve 2.trimestru.

Z praktického hlediska ovSem neni témeéf mozné dohledani apiné vSech
vysledku téhotenstvi. Z tohoto divodu také neni mozné provést korektni
vypocet senzitivity a faleSné pozitivity za sledované obdobi. Jedinym faktorem,
ktery popisuje efektivitu screeningu pak zustava sledovani celkové pozitivity.
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Toto je také udaj, ktery vSechny laboratofe provadéjici screening
v Ceské republice kazdoroéné zasilaji do registru laboratofi.

Duvody pro¢ vySe uvedené parametry (DR a FPR) nelze v naSem
pripadé korektné vyhodnotit jsou nasleduijici:

- laboratof dodava vysledky pro vice nez 100 gynekologl u nichz nelze
vzdy dohledat vysledek t&hotenstvi

-migrace zen - zména gynekologa v pribéhu téhotenstvi

- u plodd s VVV vétsi % potrat(

Laborator dlouhodobé spolupracuje s centrem prenatélini diagnostiky
Prediko s.r.o0. ve Zliné. Timto zplsobem je zajiSténa maximalni mezioborova
spoluprace, ktera je pfi provadéni screeningu velmi potfebna. Ze SirSiho
pohledu je dalSim vyznamnym krokem v péci o nastavajici maminky
vybudovani cytogenetické laboratore, ktera zahajila ¢innost v letoSnim roce a je
jediné ve Zlinském kraji.

U pozitivniho vysledku screeningu je praveé zde provadéno diagnostické
cytogenetické vysSetfeni ziskaného biologického materialu. U této podstatné
skupiny pacientek ma laborator k dispozici zpétnou vazbu pfi hodnoceni
vysledka.

Zakladem provadéného screeningu vrozenych vyvojovych vad je
dostate¢na informovanost nastavajici maminky o jeho moznostech a jeji

svobodné rozhodnuti jej absolvovat.
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