Novorozenecky screening

Mezi screeningova vysetfeni u novorozencti patfi:

= screening vrozené syfilis z pupecnikové krve (povinny);
® screening vrozené katarakty - vybavenim ¢erveného reflexu v zornici pomoci oftalmoskopu (povinné od roku
2005);
m screening vrozené hluchoty - vysetreni sluchu metodou tranzientné evokovanych otoakustickych emisi
(povinny od roku 2012);
= novorozenecky laboratorni screening z krve odebrané z paticky;
= od roku 2022 je nové doporuceny screening spinalni muskularni atrofie (SMA) a skupiny onemocnéni
tézké kombinované imunodeficience (SCID) - zatim se jedna o pilotni projekt, vySetfeni je dobrovolné;
= screening vyvojové dysplazie kycelniho kloubu - vySetreni kycli ortopedem;
= vySetfeni vrozenych kritickych srde¢nich vad pomoci pulzni oxymetrie - porovnani SpO, na pravé horni
koncetiné a dolnich koncetindch (nepovinny);
= ultrasonografické vysetreni ledvin (nepovinny).

V uzsim smyslu slova se pak novorozeneckym screeningem rozumi novorozenecky laboratorni screening.

Screening = systematické cilené vyhledavani urcité choroby pred jeji klinickou manifestaci se snahou predejit
v&as jejim moznym néasledkfm(l!

= podle zvolené populace, v niz je porucha vyhledavana, rozliSujeme screening celoplosny (napr. novorozenecky
screening) a selektivni (v rizikové populaci)

. podminky zavedeni celoplosného screeningu:
= vyhleddvand porucha je klinicky diagnostikovatelna az v dobé, kdy jiz doslo k nevratnému poskozeni
ohrozeného systému, nebo bez jejiho ¢asného stanoveni mize byt bezprostfedné ohrozen zivot nositele
poruchy,
porucha ma v populaci dostatec¢nou incidenci,
je k dispozici efektivni |é¢ba,
existuje screeningovy test s vysokou senzitivitou a dostatecnou specificitou,
test je pfimérené levny (pfiznivy pomér cost/benefit)?!,

Novorozenecky laboratorni screening

U v3ech novorozencll narozenych na tzemi CR se provadi novorozenecky laboratorni screening (NLS) 18 vrozenych
¢i dédi¢nych onemocnéni nize uvedenych metodou odbéru tzv. suché kapky krve na novorozenecké screeningové
karti¢ce mezi 48. a 72. hodinou Zivota. Cilem novorozeneckého screeningu je rychla diagnostika a v€asna léc¢ba
novorozencl s témito onemocnénimi.

= hyperfenylalaninemie a fenylketonurie;

= metoda: tandemovd hmotnostni spektrometrie;
= kongenitalni hypotyredéza;

= metoda: stanoveni tyroideu stimulujiciho hormonu (TSH) fluoroimunoanalyzou (FIA);
= kongenitdIni adrendlni hyperplazie;

= metoda: stanoveni 17alfa-OH-progesteronu pomoci imunoanalytickych metod,;
= cystickd fibréza;

= metoda: stanoveni hladiny imunoreaktivniho trypsinogenu (IRT) imunoanalytickou metodou;
= vybrané dédi¢né metabolické poruchy:

= metoda: tandemovd hmotnostni spektrometrie;
= spindlni muskularni atrofie a téZka kombinovana imunodeficience (dobrovolny);

= metoda: kvantitativni polymerazové retézové reakce v redlném cCase (QRT-PCR).

Metodika odbéru suché kapky krve na screeningovou karticku

= dobre omytd, prokrvend klze na vnitfnim ¢&i zevnim okraji patic¢ky
novorozence se ocisti alkoholem a necha uschnout,
= provede se drobna incize do hloubky max. 2 mm sterilnim kopickem ru¢né
¢i lancetou (specidlni automatické zarizeni ur¢ené pro tento ucel),
= prvni kapka krve se setrfe suchym sterilnim tamponem,
= po vytvoreni dostatecné velké dalsi kapky se jemné pfilozi filtracni papirek
screeningové karticky, tak aby se krev nasavala a Uplné zaplnila
predtistény tercik a filtracni papir byl viditeIné nasakly z obou stran,
= paticka se nesmi mackat ¢i zdimat, aby nedoslo k prfimési tkarového Odbér krve pro novorozenecky
moku, laboratorn{ screening.
= tercik musi byt nasdknut najednou z jedné kapky, nesmi se vrstvit
kapky do jednoho terciku,
= je zapotrebi krvi nasdknout vSechny terciky na novorozenecké screeningové karticce,
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= filtra¢niho papirku se nikdy nedotykdme a je nutno zabranit i kontaktu krevnich kapek s jakymkoliv
predmétem,
= po odbéru nechdme krev zaschnout v horizontdIni poloze karticky po
dobu nejméné 3 hodin pri pokojové teploté (nejlépe ve specidlnim
stojanku na suseni karticek),
= po zaschnuti krve se kapky prekryji krycim papirkem, ktery je
soucésti kartic¢ky.[3!

Vé

Screening hyperfenylalaninémii a
fenylketonurie

= v CR se provadi od roku 1975, incidence podle vysledkd NLS (2010-
2016) asi 1:5500M4! ziskdme z pati¢ky novorozence
= hyperfenylalaninémie (HPA) = porucha metabolismu fenylalaninu,
pri které dochazi k jeho patologickému nahromadéni v krvi a
ostatnich télesnych tekutindch —» hyperfenylalaninémie poskozuje CNS - postihuje dusevni vyvoj ditéte a
vede k tézké oligofrenii,
= nejtézsi forma: fenylketonurie (PKU) - incidence v CR 1:10 000 Zivé& narozenych!?),
= v 97 % je pricinou deficit enzymu fenylalaninhydroxylazy,
= v 1-3 % je pricinou deficit tetrahydrobiopterinu,
= |&Cbu (eliminaéni dietu) je treba zahajit nejpozdéji do 21 dng,
= screening: metoda tandemové hmotnostni spektrometrie (od 1. 10. 2009)[3],
= odbér suché krevni kapky z paticky novorozence se provadi teprve 3.-4. den Zivota, kdy dité prijima mlécnou
stravu (aby byla hladina fenylalaninu dostatecné vysoka),
= v bilkoviné matefského mléka je fenylalanin zastoupen pfiblizné 5 %!2],
= kritéria pro diagnézu klasické fenylketonurie:,
hladina fenylalaninu nad 20 mg/dl (nad 1,2 mmol/l),
= normalni nebo snizena hladina tyrozinu,
= pritomnost abnormalnich metabolitd v moci (kyselina fenylpyrohroznova),
= normalni koncentrace tetrahydrobiopterinu, kofaktoru hydroxylace fenylalaninu na tyrozin.!!

Screening kongenitalni hypotyreozy

= v CR se provadi od roku 1985, incidence v CR podle NLS: asi 1:3000 Zivé narozenych novorozencd,

= kongenitalni hypotyreéza (CH) - nedostatek hormon stitné Zldzy u déti vede k naruseni vyvoje mozku s
naslednym ireverzibilnim mentainim defektem rlizného stupné. Klinické priznaky se objevuji pozdé (az pfi
nevratném postizeni CNS).

= vznika na podkladé dysgeneze stitné zlazy (ageneze, hypoplazie, ektopie) nebo dyshormonogeneze
(nej¢. nasledkem deficitu tyroiddlni peroxidazy); hypofyzarni a hypotalamické formy jsou vzacné,

= substituéni Iéébu L-tyroxinem je tfeba zahajit do 14 dn@ Zivota,

= screening: stanoveni tyroideu stimulujiciho hormonu (TSH) fluoroimunoanalyzou (FIA)>),

=y vSech novorozencd s potvrzenou kongenitalni hypotyredzou je tfeba nejpozdéji do 3 mésicl po narozeni
provést elektronicky screening vrozenych vad sluchu metodou tranzientnich otoakustickych emisit3.

Screening kongenitdlni adrenalni hyperplazie

= v CR se provadi od roku 2006, incidence CAH je cca 1:8000'%], podle

vysledkd NLS asi 1:13 000'4], o ——"

= kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH) = vrozena porucha O S R,
syntézy steroidnich hormond, jejiz pric¢inou je chybéni nékterého z o AP s o0
péti nezbytnych enzym (nej¢. jde o deficit 21-hydroxylazy a AN L iosmu L
dochazi k hromadéni 17alfa-OH-progesteronu. Nasledkem je zvysend | __- -
tvorba adrendlnich androgent - virilizace Zenského zevniho | D) Cmm:::';n:m,.a

genitdlu, predc¢asna pseudopuberta (pseudopubertas praecox),
maly vzrist,
= U 60 % postizenych je soucasné pritomen i defekt tvorby
mineralokortikoidd,
= substitucni Ié¢ba hydrokortizonem (a mineralokortikoidy),
= screening: stanoveni 17alfa-OH-progesteronu pomoci
imunoanalytickych metoad®.

CAH z deficitu 21-hydroxylazy.

Screening cystické fibrozy

= v CR se provadi od 1. 10. 200953, incidence dle NLS 1:6500!4!

= cysticka fibréza (CF) = AR dédi¢né onemocnéni, pri kterém dochazi k mutacim v genu kddujicim chloridovy
transportér na buné¢né membrané,

= screening:

1. vySetreni hladiny imunoreaktivniho trypsinogenu (IRT) imunoanalytickou metodou,

2. pfi podezreni na CF (vysoké IRT) je druhym krokem molekularné geneticka analyza nejcastéjsich,
jednoznacné patogennich a popula¢né vyznamnych mutaci v genu CFTR ze stejnych suchych kapek krve na
screeningové karticce, ve kterych byla zjisténa zvySend koncentrace IRT,
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3. pfi velmi vysokém IRT a neprokazani mutace je tfetim krokem provedeni potniho testu pomoci
pilokarpinové iontoforézy!3,

Screening dalsich dédi¢cnych metabolickych poruch (DMP)
= screening: metoda tandemové hmotnostni spektrometrie.

Dédicné poruchy metabolismu aminokyselin

Organické acidurie (v NLS od roku 2009)

= |leucindéza (nemoc javorového sirupu, MSUD), incidence 1 : 185
000 narozenych;
= porucha metabolismu vétvenych aminokyselin (leucin, izoleucin
a valin) » hromadéni toxickych metabolitd;
= klinicky obraz u novorozencl: nesnasenlivost potravy,

Leuncin Isoleucin Valin

l aniolransferasa l aminotransferasa 1

a-ketoisokaproat a-ketoizovalerit

neprospivani, zvraceni, letargie a zdpachem modi a udniho mazu d,d”ft"ﬂl“'eﬁ"’f]m“‘tl
[0]0) jaVOFOVém S|rupu él karamelu; ulfuketoboysclin l alfaketokyselin
Isobutyryl-Cod

= bez lIéCby progreduje do ireverzibilni mentdini retardace, lsovaleryl-CoA
hyperaktivity, neprospivani, zadchvatového onemocnéni, kématu,
mozkového edému a muUze vést k Umrti.

= glutarova acidurie typ I (GA 1), incidence 1 : 40 000;

= deficit glutaryl-CoA dehydrogendazy, ktera premeénuje glutaryl-
CoA na krotonyl-CoA - zvy$eni hladiny toxické kyseliny glutarové a jejich metabolitd;

= klinicky obraz u novorozencl: makrocefalie, ale jinak asymptomaticti;

= pozdéjsi symptomy: metabolickd aciddza, neprospivani a ndhly nastup dystonie a athetézy z d@vodu
nevratného poskozeni striata.

a-metylbutyryl-Cod

Leucinéza (Cervené misto poruchy

= jzovalerova acidurie (IVA), incidence 1 : 230 000;

® porucha metabolismu leucinu - porucha isovaleryl-CoA
dehydrogenazy —» hromadi se specifické metabolity, které
mohou byt toxické;

= klinicky obraz u novorozencl: metabolickd ketoacid6za, zadpach
.Zzpocenych nohou“, dehydratace, hyperamonemie, ketonurie,
zvraceni, hypoglykémie a neprospivani; existuji i mirngjsi formy
bez projevl v novorozeneckém obdobi.

Leucin

ll: ansammace, dekarboxylace

Isovaleryl-CoA + glycin —— Izovalerylglycin
l glyemovi acylransferasa

isovaleryl-CoA dehydrogenasa

B-methylerotonyl-CoA

Poruchy cyklu mocoviny (v NLS od roku 2016)

Izovalerova acidurie (Cervené misto poruchy)

= argininémie (ARG), incidence 1 : 300 000 narozenych;
= deficit argindzy -» hromadéni argininu a amoniaku — drdzdivost,

porucha prijmu potravy, zvraceni, neprospivani, neurologické
priznaky (neobratnost, chlize po $pi¢kach kolem véku 2-3 let,
opozdéni psychomotorického vyvoje, krece,...);

Amanisk

CP51

KarbamaoyHosfit

= ataky hyperamonémie pri zvySeném odbourdvani aminokyselin
(horecka, hladovéni, infekty, operace) - amoniak je ve vysokych
koncentracich toxicky pro mozkové bunky — zmatenost, porucha
védomi, zvraceni; zivot ohrozujici.
= citrulinémie 1. typu (CIT), v CR dosud diagnostikovéani 2 pacienti;
m deficit argininosukcindtsyntdzy —» hromadéni citrulinu a

-

z

Kyselina orote

amoniaku;

= téZkd novorozeneckd forma - velmi rychld progrese s vysokou k Mozavins
mortalitou;

= pozdni forma - manifestace v situacich zvy$enych energetickych ~ Cyklus mocoviny. CPS1:
naroka. karbamoylfosfatsyntetaza, OTC:

ornitintranskarbamylaza, ASS:
Poruchy metabolismu sirnych aminokyselin (v NLS od roku 2016) argininsukcinatsyntetaza, ASL:
argininsukcinatlydza, ARG1: arginaza.
= homocystinurie z deficitu cystathionin beta-syntazy (CBS),
pyridoxin non-responzivni forma, incidence 1 : 6000 - 1 : 20 000;
= nejCastéjsi porucha metabolismu sirnych aminokyselin, blok v transsulfuraci homocysteinu;
= deficit cystathionin beta-syntdzy — snizend kondenzace homocysteinu se serinem na cystathionin -
hromadi se homocystein a jeho derivaty;
kofaktorem enzymu je pyridoxal-5-fosfat, ktery vznika z vitaminu B6 (pyridoxin) prijimaného ve straveé;
mirny deficit: asymptomaticky;
tézky deficit: multisystémové postizeni oci, kostry, centralniho nervového systému a cév;
Ié¢ba pyridoxinem (¢ast pacientl je non-responzivni), dietu s omezenim methioninu/bilkovin ve stravé
doplnénou s cysteinem obohacenym preparatem esencidlnich aminokyselin a/nebo betainem.
= homocystinurie z deficitu methylentetrahydrofolatreduktazy (MTHFR), incidence neni znam4;
= onemocnéni z poruchy metabolismu folatd a sirnych aminokyselin, nej¢astéjsi porucha v remethylaci
homocysteinu,
= tézky deficit methylentetrahydrofoldtreduktazy - nedochdazi k redukci 5,10-methylentetrahydrofolatu na
5-methyltetrahydrofolat - hromadi se homocystein a jeho derivaty;
= klinicky obraz téZzkého deficitu: neurologické priznaky (opozdéni psychomotorického vyvoje, hypotonie a
krece), pozdéji psychiatrické problémy, neuropatie a trombembolické prihody;
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= [é¢ba: podavani vysokych davek betainu.[®!
Dédic¢né poruchy metabolismu mastnych kyselin

Poruchy beta-oxidace (v NLS od roku 2009)

= deficit acyl-CoA dehydrogendazy mastnych kyselin se stfredné dlouhym retézcem (deficit MCAD),
incidence 1 : 20 000 narozenych;
= porucha beta-oxidace stfedné dlouhych mastnych kyselin - hromadéni mastnych kyselin a jejich
potencialné toxickych derivat{;
= manifestace pri hladovéni a/nebo obdobi zvysenych energetickych narokd (horecka, stres), kdy produkce
energie je z vétsi ¢asti zavisla na metabolismu tuk(;
= klinicky obraz u novorozencl: asymptomaticky, event. hypoglykémie, metabolickd acid6za,
hyperamonemie a hepatomegalie, bez [éCby je vysokd mortalita, s [éCbou a prevenci hypoglykemii je
progndza velmi dobra.
= deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s dlouhym retézcem (deficit LCHAD),
incidence 1 : 60 000 narozenych;
= klinicky obraz u novorozenc(: ataky Reye-like syndromu s kardiomyopatii a/nebo myopatii
(rhabdomyolyza), hepatomegalie, hepatopatie, hypoketotickd hypoglykémie, laktatova acidéza a
neprospivani; i u dobre |écenych pacientl je klinickd prognéza nejista.
= deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi dlouhym rfetézcem (deficit VLCAD),
incidence 1 : 300 000 narozenych;
= klinicky obraz u novorozencUl s kritickym deficitem: kardiomyopatie, arytmie, hepatopatie,
rhabdomyolyza a nahlé Gmrti.

Transportni poruchy beta-oxidace (v NLS od roku 2009)

= deficit karnitinpalmitoyltransferazy | (CPT 1),
= transportni porucha beta-oxidace dlouhych mastnych kyselin; raritni;
= klinicky obraz u novorozencl: asymptomaticti, nebo hypoketoticka hypoglykémie, letargie,
hepatomegalie a krfecCe, vétsSinou vyvolané hladovénim nebo akutni nemoci;
= |é¢ba: frekventni strava (prevence hladovéni) s vysokym obsahem sacharid( obohacenych Skroby a s
nizkym obsahem tuk.
= deficit karnitinpalmitoyltransferazy Il (CPT II),
= transportni porucha beta-oxidace dlouhych mastnych kyselin; incidence neznama;
= klasicka adultni forma: epizodicka svalova slabost s myalgii, rhabdomyolyzou a myoglobinurii, které jsou
obvykle vyprovokované zvysenou ndmahou, hladovénim, infekci, stresem nebo prochladnutim; infantilni
forma je velmi vzacna.
= deficit karnitinacylkarnitintranslokazy (CACT),
= transportni porucha beta-oxidace dlouhych mastnych kyselin; raritni.[®!

Dédi¢na porucha pfemény vitaminu

= deficit biotinidazy (BTD) - v NLS od roku 2016,
= organickd acidémie; incidence 1 : 60 000 narozenych;
= klinicky obraz dle tize deficitu: asymptomaticka ¢i Zivot ohroZzujici ketoacidéza, nebo pozvolné
neurologické a zrakové a sluchové poskozeni.l®!

Spindlni muskularni atrofie a tézka kombinovana imunodeficience

= pilotni projekt od ledna 2022, vySetreni je dobrovolné;
= provadi se z odebrané suché kapky, neni potfeba odebrat vice krve;
= screening metodou kvantitativni polymerazové retézové reakce v redlném case (qRT-PCR).!"!

Laboratore pro novorozenecky screening

Laboratorni vySetreni dédi¢nych poruch metabolismu (DPM) metodou tandemové hmotnostni spektrometrie
provadi:

= Veobecnd fakultni nemocnice, Ke Karlovu 2, 128 08 Praha 2, Ustav dédi¢nych metabolickych poruch;
= Fakultni nemocnice Olomouc, I.P.Pavlova, 775 20 Olomouc, Laborator dédi¢nych metabolickych poruch, OKBL.

Laboratorni vysetreni kongenitalni hypotyreézy (CH), kongenitalni adrendlni hyperplazie (CAH) a cystické
fibrézy (CF) pomoci imunoanalytickych metod provadi:

= Fakultni nemocnice Krélovské Vinohrady, Srobarova 50, 100 34 Praha 10, Laboratof novorozeneckého
screeningu, Klinika déti a dorostu;

= Fakultni nemocnice Brno, Cernopolni 9, 61300 Brno, pracovi$té Détskd nemocnice, Oddéleni klinické
biochemie a hematologie.l

Laboratorni vySetfeni SMA a SCID metodou kvantitativni polymerazové retézové reakce v realném Case provadi:

= VSeobecna fakultni nemocnice, Ke Karlovu 2, 128 08 Praha 2, Ustav dédi¢nych metabolickych poruch;
= Fakultni nemocnice Brno, Cernopolni 9, 61300 Brno, Interni hematologickd a onkologicka klinika, Centrum
molekularni biologie a genetiky.!”!
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Poznamky

= do roku 2009 se ke stanoveni fenylalaninu v krvi pouzival Guthrieho test (semikvantitativni
mikrobiologicka zkouska):
1. odebere se kapka krve na tercik filtra¢niho papiru,
2. filtra¢ni papir se vlozi do agarového média, ve kterém jsou bakteridlni spory (obvykle Bacillus subtilis)
a kompetitivni r@stovy inhibitor specificky pro hledanou aminokyselinu (pro fenylalanin beta-2-
thienylalanin),

3. inkubace,
4. vyhodnoceni rlistu bakterii (bakterie rostou za pfitomnosti fenylalaninu v kapce krve)!®!,

= jesté drive se pouzival mocovy test s chloridem Zelezitym.
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