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« Aktivni celoplosne vyhledavani choroby v
populaci vsech novorozencu v jejim
preklinickém stadiu

* Vyhledavani pomoci laboratorni metody —
princip analyzy tzv. suche kapky krve na

filtraCnim papirku odebrané standardnim
Zpusobem




vysetrovana choroba je jasné definovana

predstavuje vyznamny zdravotne socialni
problem (incidence 1: 50 — 100 000)

existuje obecne uznany screeningovy test s
jasne definovanymi parametry ( cut off, recall...)
vCasna diagndza umoznuje takovou lécbu,
ktera zasadné pozitivné ovlivni prubéh nemoci

spolecnost je schopna zabezpecit NS a
naslednou péci o zachycene pacienty po strance




Robert Guthrie (1916 — 1995) —

americky mikrobiolog, zakladatel
NS, ktery v souvislosti s hledanim
vhodneho testu pro screeningoveé
vySetfovani  novorozencu na
fenylketonurii poprve pouzil
papirek nasaknuty krvi ( r.1960).

kolem r.1963 — rychlé rozsirovani
screeningu PKU v USA, pozdéji |
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* Fenylketonurie/hyperfenylalanin. —od r.1975

« Kongenitalni hypotyreoza — od r. 1985
 Kongenitalni adrenalni hyperplazie — od r.2006
« Cysticka fibroza — od podzimu 2009

 DPM dalsich aminokyselin - od podzimu 2009
 DPM mastnych kyselin - od podzimu 2009

* Nékteré organické acidurie — od podzimu 2009




« Vé&stnik MZ CR, &astka 6, vydan
12.8.2009

* Metodicky navod k zajisteni
novorozeneckeho celoplosného
laboratorniho screeningu a nasledné pece



Fluoroimunoanalyticka metoda DELFIA

- kongenitalni hypotyreoza
- kongenitalni adrenalni hyperplazie
- cysticka fibroza

Tandemova hmotnostni spektrometrie MS/MS

- fenylketonurie a dalsi poruchy metabolismu AMK
- DPM mastnych kyselin




* Pro imunoanalyticke metody:
1) FN KV Praha, laborator NS
2) FN Brno, OKB PDM, laborator NS

* Pro metody MS/MS.:
1) VFN Praha, UDPM
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screening 0004305

Karticku vyplnit pfed odbérem
Nedotykat se oblasti pro kapky krve
Pri poskozeni karticku nepouzit
Pozadavek (zaskrnout): SKH: (] cAH:[]  Jing (vypsat) odbér: Prvni: (]
Jméno novorozence

Jméno Prijmeni

Opakovany: []

Rodné Eislo, pojistovna | Porodni hmotnost
(dité nebo matka) 9

Datum a ¢as narozeni Datum a ¢as odbéru
DD MM.RRRR - HH:MM DD MM.RRRR - HH:MM

Kaédove cislo odbéru Prakticky détsky |ékar

Kod oddéleni (AAA) + pofadi odblru (XXX) - ARAXXX Jméno, telefon

Jméno matky
Jméno Pfijmeni

Telefon matka (rodina) | Adresa matky (pobytu)

Mobil | pevna linka

Odesilatel vzorku
Citelné razitko, jmenovka, podpis

E Q ® EE] Whatman GmbH

Hahnestrale 3,
10539735 Rev.0 L1 ) 6272207751 ‘ 37586 Dassel Germany




Odbeér kapilarni krve provést mezi 48-72 hod. po
narozeni

Vybrat vhodnou kartiCku - t.C.pouzivan typ Whatman 903
KartiCku pred odberem radne popsat potrebnymi
identifikaCcnimi udaji

Desinfikovat alkoholem, nechat zaschnout

Pro odbér pouzit kopicko-lancetu (ne jehlu)

Prvni kapku krve setrit (pro odbér nepouzit)

Odebrat dostateCné mnozstvi krve, vyznacené kruhoveé
zony nechat nasaknout z jedné strany, volne prosaknout




« Krev po odberu nechat dobre zaschnout volné pri
pokojove teplote, nevystavovat vysokym teplotam
(slunce, topeni, nesusit féenem)

« Zabranit kontaminaci odberovych zon ( krev z jiné
kartiCky, prach, politi...)

* QOdeslat do prislusne laboratore — dle typu
pozadovaného vysetreni




« Snadna dostupnost BM — jednoduchy odber kapikarni
Krve

 Snadna transportovatelnost (moznost zasilani postou i
na znacné vzdalenosti bez ohrozeni preanalytiky)

 Snadna manipulace s materialem v laboratori

* Dlouhodoba skladovatelnost ( stabilita jednotlivych
analytu vSak musi byt vzdy ovérena)

Dulezité: dodrzeni pozadavku v preanalytické fazi ( odbér,




Krevni terCiky ziskavame
pomoci jednoduchych
nastroju az po slozita
zarizeni

+ Kleste
« Jednoduché raziCky
* Automatické raziCky




(1 1357710

©d
N
2@
=3
&
—_
o

16/6081589 |L
€06 ueuwjeym




Substraty, metabolity (aminokyseliny,
acylkarnitiny, TSH, T4, 17 OHP...)

Enzymy (galaktoza-1-fosfat, glukoza-6-
fosfatdehydrogenaza, biotinidaza, imunoreaktivni
trypsin...)

Protilatky (IgM, IgG proti Toxoplazméze)
DNA, RNA

297







Analyt se méri ze suche krevni skvrny tzv.metodou
DELFIA =Dissociation Enhancement Lanthanide

Fluoroimmunoassay (system finskeho vyrobce firmy
Walllac)

Princip stanoveni je zalozen na imunochemické reakci

mezi protilatkou a antigenem. Analyt ze SKS vystupuje v
reakci jako antigen.

Reakce probiha na mikrotitracnich destickach o 8x12 ti
jamkach

Na stenach jamek je navazana prislusna protilatka




Dale je do jamek pridana dalSi znacena protilatka Ci
antigen znaceny chelatem lanthanoidoveho kovu
Europia.

Nasleduje inkubace pres noc, behem které dojde k
reakci za vzniku komplexu.

Po probehlé reakci a promyti se prida zesilovaci Cinidlo,
tzv. enhancement, které uvolni znackujici latku tj. ion

Europia. Ta vytvori se slozkami zesilujiciho roztoku silne
fluoreskujici chelat.

Fluorescenece se meri primo na mikrotitracni desticce




H{ ' ‘“ *"\{rﬂu);’u“f < NKUBACE

Frotilatka

Frlltll'lﬂ‘ d EﬂaE:E!ﬂEj EU

a . ...
pevne fazl

+ zZesileni
prormyti

<§:';"}
.

B
\(ﬁ( MEREN]

FLUORESCENCE






* Moderni analyticka metoda

* Moznost stanoveni vice analytu v ramci
jednoho vysetreni

» Siroké spektrum metabolitd ( AMK,
acylkarnitiny, enzymy...)

 \Vysoka specifita,citlivost a rychlost






vyrazeni

3 mm terciku sucha krevni kapka

200 pl methanolu

se standardy

N\ \
25 min extrakce  odstranéni terciku odpareni methanolu
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100l

derivatizaé¢niho

odpareni derivatizaéniho
butylace 30 min pfi 60 °C
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Priciny:

« ageneze Ci dysgeneze stitneé zlazy

« defekty hormonogeneze v dusledku snizené aktivity
nékterych enzymatickych systému ve stitné zlaze
(peroxidazy, dejodazy...)

* blokada stitne zlazy autoimunitnimi procesy

 transitorni hypotyredza

Dusledek: pfi nedostatku T3,T4—zpétnovazebné zvyseni

TSH




Charakteristika: potencialné fatalni dedicné endokrinni
onemocnéni zpusobené defektem steroidogeneze.

Pri¢ina: deficit nekterého enzymu steroidogeneze,
nejCasteji P450c21 (drive 21-hydroxylazy)

Dusledek: nedostatek glukokortikoidu, pfipadné mineralo-
kortikoidu, nadbytek androgenu — kratce po narozeni
dojde k metabolickému rozvratu, u dévCatek po narozeni




MozZné malformace zevniho genitalu u divek (stupné maskulinizace dle Pradera):
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Terapie:
« Akutné - hydrokortison i.v., mineralokortikoidy, glukéza,
uprava vnitrniho prostredi.







« Charakteristika: autosomalnée recesivne dedicné
onemocheéni, zavazna choroba, chronicky
progredujici,Incidence: 1 : 3000 v indoevropske populaci

* Pricina: mutace v CFTR genu, CFTR gen (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
objeven v r.1989

PrenaseCem jedné z mutaci CFTR genu je 1 z 25
Evropanu a 1 z 90 Asiatu

NejCastejsi mutace: F508del, dnes znamo asi 1800
CFTR gen (Cystic Fibrosis Transmembrane




progresivni destrukci plic

Pankreas
Pankreaticka insuficience, proteino-

energeticka malabsorbce

Jatra, stifevo
Jaterni léze, fokalni biliarni cirh6za
Mekoniovy ileus u novorozencu

Reprodukéni trakt
Absence vas deferens, 95% muZzu s cystickou
fibrozou je infertilnich. U zen vzacnéji




* Diagnostika drive:
- Klinika
- Koncentrace chloridu v potu (potni test)
- Genetické vysetreni
- Pomocna vysetreni
Zobrazovaci ( RTG plic, bricha, snonografie, CT...)
Biochemicka vySetfeni: zbytky tuku, elastaza, ABR, markery zanétu

Mikrobiologické vySetfeni sputa (Pseudomonas aeruginosa,
Burgholderia cepacia, Stafylococcus aureus, Hemophilus
Influenzae)

Funkcni vysetreni plic
* Diagnostika dnes:




« Terapie:

- Symtomaticka (komplexni, intenzivni,tym odborniku +
rodina)
Respiracni projevy: boj proti infekci, péCe o dobrou
pruchodnost dychacich cest- ATB,dech.cvi€eni, masaze,
domaci kyslikova léCba, transplantace plic)

Zazivaci ustroji: substitucni terapie pankreaticke

insuficience, energeticke vyzivové pripravky, vitaminy
rozpustné v tucich




* obecny patogeneticky mechanismus:
akumulace toxickeho substratu

— chronicka toxicita: napr. Phe
— akutni toxicita: vetveneé oxokyseliny Ci
Isovalerat
* cile lecby: snizeny privod prislusné
aminokyseliny v potrave + suplementace
ostatnich AMK preparatem




« zakladni patogeneticky mechanismus:
* nedostatecna tvorba ketolatek pri hladoveni
« akumulace toxickych acylCoA
 klinické projevy:
» obecne-hypoglykemie pri hladoveni
* u nékterych nemoci-myopathie (zvlaste pri delSi
namaze), kardiomyopathie
 |éCba: prevence hypoglykémie pri katabolickych
stavech




Dekuji za pozornost




