Sucha krevni skvrna
(Sucha krevni kapka, Dried Blood Spot)

m Kapka kapilarni krve nanesena na
testovaci karticku filtracniho papiru a
vysusena

— odbér z prstu
— uSniho laltcku
— z paticky (u novorozencu)

— odbérova kartiCka ze specialniho filtracniho
papiru (napf. Whatman 903, Schleicher &
Schduell...) s definovanymi vlastnostmi

@ vyrazeni terCiku ze suché krevni kapky
— nejlepe ze stredu skvrny

@ vyextrahovani krve z terCiku vhodnym
rozpoustédlem nebo pufrem

@ pouziti extraktu k analyze




Provedeni odbeéeru kapky na screeningovou karticku

odbér z prstu, usniho lalucku nebo v pripadé
novorozencul z paticky

drobna incize v misté odbéru (dobre prokrveném,
oCiSténém alkoholem a suchéem)

prvni kapka krve setfena suchym sterilnim
tamponem

dalSi kapka nasata do screeningové karticky tak,
aby filtra¢ni papir byl viditelné nasakly z obou stran

nutno zabranit pfimési tkanového moku,
kontaminaci papirku i skvrny, vrstveni vice kapek

suseni skvrn v horizontalni poloze karticky pri
pokojove teploté

prekryti suché kapky krycim papirkem (soucast
kartiCky), vyplnéni udaju pacienta, odeslani do
laboratore




Sucha krevni skvrna

meéne invazivni, odbér malého objemu (10 az 100 pl) - Setrnéjsi k pacientovi, vhodna
zvlasté pro odbéry novorozencu

po ususeni skvrny - stabilni (inaktivace enzymu ve vzorku, analyty jsou pouze po kratkou
dobu v roztoku) - vzorky neni tfeba mrazit

|ze je snadno dlouhodobé uchovavat pfi laboratorni teploté a néktera stanoveni provadét
z archivovanych vzorku i po letech (DNA)

snadna a bezpefna manipulace se vzorky, nizke riziko prace s infekénim materialem
(mozno prepravovat postou)

malé mnozstvi materialu - pro analyzu nutné velmi citlive metody: MS-MS, DELFIA,
polymerazova fetézova reakce pri analyze DNA

casoveé naroCnéjSi zpracovani ve srovnani s analyzou kapalneého materialu diky nutnosti
vyrazeni terCiku a jeho extrakci - neumoznuje plnou automatizaci celého procesu

hodnoty ziskané analyzou krevni plazmy a krevni skvrny nemusi byt zcela srovnatelné
v dusledku odliSné matrice vzorku (matematické korekce, které se snazi vliv odlisné
matrice eliminovat, nemusi vzdy pfinaset vyhovujici vysledky)

primési z filtracniho papiru

nehomogenita krevni skvrny



Vyuziti techniky suchée krevni skvrny:

novorozenecky screening dedicnych poruch metabolismu
a endokrinnich onemocnéeni

stanoveni hormonu, lipidu, glykovaneho hemoglobinu,...

stanoveni lIéku a jejich metabolitt (farmaceuticky pramysl| -
farmakokinetické a toxikokineticke preklinické studie) — technika
LC/MS/MS

mikrobiologie, serologie (epidemiologicke studie, vyhledavani
HIV-pozitivnich pacientu, hepatitida, cytomegalovirové infekce...)

molekularne geneticka vysetreni mutaci

— Technika suché krevni skvrny - idealnim resenim pro zavedeni
celoploSného novorozeneckého screeningu a v této oblasti naprosto
nezastupitelna



Novorozenecky
screening

@ aktivni a celoploSné (=celostatni) vyhledavani novorozencu se
zvySenym rizikem nekterych vzacnych onemocnéni

@ umozni u novorozencu provést v€asnou diagnostiku v obdobi, kdy
Klinické priznaky jesté nejsou zjevne, a zajistit tak v€asnou lecbu
drive, nez onemocnéni zpusobi nevratné poskozeni

@ odbér proveden za definovanych podminek vS§em novorozencum
ve veku 48-72 hodin po narozeni

@ stanoveni koncentrace latek specifickych pro vyhledavane choroby,
eventuelné i prukaz genové mutace

Informacni webovy portal o NS:
http://www.novorozeneckyscreening.cz/index.php



Historie

1963 - poprvé pouzita metoda suché krevni skvrny
pro screening metabolickych poruch ve velkych
populacich novorozencu - prof. Guthrie (USA)

Guthrieho bakterialni inhibi¢ni analyza:

— jednoducha, levna a spolehliva metoda pro
novorozenecky screening fenylketonurie

- dédiéna porucha metabolismu fenylalaninu
- patologické hromadéni fenylalaninu v krvi a
ostatnich télnich tekutinach
- hyperfenylalaninémie poskozuje CNS ditéte, vede
k tézké oligofrenii

Metoda zalozena na stimulacnim efektu aminokyseliny
fenylalaninu na rist bakterie Bacillus subtilis:

* umisténi terCiku suché krevni skvrny na agar
obsahujici bakterialni spory

* inkubace pfi 37°C

* hodnoceni priméru rustovych zon - jsou Umérné
koncentraci fenylalaninu ve vzorku




Novorozenecky screening

@ S vyvojem citlivych analytickych technik (DELFIA, tandemova
hmotnostni spektrometrie) se rozsiruje pocet onemocneni, ktere Ize
diagnostikovat ze suché krevni skvrny

- spektrum vySetfovanych metod se v rliznych zemich liSi, zalezi na
incidenci choroby v dané populaci a na ekonomickych podminkach

m Novorozenecky screening v CR

1975 — celoplosny novorozenecky screening fenylketonurie
od 2009 — 13 chorob

kongenitalni hypotyredza - vrozena snizena funkce Stitné zlazy
kongenitalni adrenalni hyperplazie - vrozena nedostatecnost tvorby
hormonu nadledvin

cysticka fibréza - vrozena porucha tvorby hlenu dychacich cest

10 ruznych dédiénych poruch metabolismu aminokyselin (pf.
fenylketonurie) a mastnych kyselin
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