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Referencni laboratof MZ CR pro Klinickou biochemii

Systém provadéni screeningu v 1. a 2. trimestru je dan dohodou mezi laboratofi, gynekology

a genetiky.
|l. Pozadavky na laboratore

1. Podminkou pro zafazeni laboratore do sité labora-
tofi provadeéjicich laboratorni screening vrozenych
vyvojovych vad (VVV) je dolozitelné provadéni mini-
malné 1 000 screeningovych vySetfeni rocné pro
kazdy analyt, coz plati pro biochemické markery 1.
nebo 2. trimestru, aby byly spolehlivé uréeny medi-
any pro dany gestac¢ni den.

2. Laborator musi mit pracovnika odpovédného za
provadeni laboratornich screeningovych vysSetre-
ni a za systém jeho vnitfni i externi kontroly kvality
(vysokoskolsky vzdélany pracovnik se specializova-
nou zpUsobilosti v klinickém laboratornim oboru).

3. Laborator pouziva Ucinny systém vnitfni kontroly
kvality, zUucCastnuje se externiho hodnoceni kvality
nejméné ve 2 kontrolnich cyklech ro¢né pro kazdy
z uzivanych systéme screeningu a viastni platné pii-
slusné certifikaty/osvédceni.

4. Laboratof ma vypracovany postup pro odbér, trans-
port a skladovani vzorkd, které provadi v souladu
s pozadavky na preanalytickou fazi.

5. Laboratof musi spolupracovat s oSetfujicim gyne-

kologem a genetickym pracovistém. Vysledky
stanoveni jednotlivych analyté musi byt laboratofi
vydany nejpozdéji do tii pracovnich dnl od prijeti
vzorku. Vysledek je vydavan ve forme rizika vypo-
¢itaného validovanym softwarem (obvykle scre-
ening ve 2. trimestru) nebo v pfimo v absolutnich
hodnotach namérenych biochemickych marke-
rQ, pricemz riziko je vypoditano genetickym nebo
gynekologickym pracovistém (obvykle screening
v 1. trimestru). Vysledek je pfedavan pozadujicimu
gynekologickému pracovisti, které je odpoveédné
za dalsi postup.
Prehled pracovist provadgjici laboratorni screening
VWV je veden pii RL MZ CR pro KB v Praze. Tyto
informace jsou uvedeny na webové strance - http:/
www1.If1.cuni.cz/screeningDS

6. Khodnoceni vysledk’ screeningu a informovani
o novych trendech se kazdy rok kona setkani odpo-
védnych pracovnikd vSech laboratoff v rdmci pravi-
delné odborné akce.

Il. Sledované parametry

1. Biochemické markery screeningu VVV

Doporucené laboratorni markery pro 1. trimestr
— PAPP-A, volny B hCG (optimalni odbér 9+1 az 11+3
tyden téhotenstvi), PIGF (optimalni odbér 11+0 az 13+6
tyden téhotenstvi)

Doporucené laboratorni markery pro 2. trimestr —
hCG (ev. volny B hCG), AFP, UES, (optimalni odbér 15.
az 17. tyden téhotenstvi)

Pozadavky na preanalytické i analytické para-
metry metod, stejné jako na verifikaci, vypocty
nejistot a externi kontrolu kvality jsou uvedeny
v priloze ¢. 1.

2. Ultrazvukové markery

Pro provadéni screeningu v 1. trimestru téhoten-
stvi je nutné zméreni NT (nuchalni translucence) dle
metodiky Fetal Medicine Foundation (FMF) — London.
VySetfeni mUze provadét sonografista po absolvova-
ni prislusného Skoleni s vydanim osveédceni k tomuto
vySetfeni ve spolupraci s FMF Londyn. Toto osvedce-
ni je potfeba pravidelné obnovovat, aby byla zajisténa
dlouhodobé kvalita mérenych parametrd.

Pro spolehlivé stanoveni gestacniho stafi je nutné
ultrazvukové vySetfeni plodu. Referenéni méreni pro
urCeni gestacniho stafi je ultrazvukové meéreni CRL
v 11+0 — 13+6 tydnu gravidity.

Moznost vySetieni dalSich UZ marker( trizomie 21
— nosni kosti, trikuspidalni regurgitace, pritoku ductus
venosus (ev. dalSich) béhem UZ vySetfeni na stanoveni NT
a morfologie plodu — tato varianta ma vyssi DR pfi stejné,
nebo nizsi FPR. Certifikace a pravidelny audit pro obno-
vovani licence je provadén pro kazdy marker (NT, NB, TR,
DV) zviast. Sonografista je ve screeningu opravnén pouzit
pouze ty markery, pro néz ma platnou licenci.

Ill. Vydavani vysledku - vypocet rizika
VypocCet rizika vrozené vyvojové vady musi byt

provadén pomoci spolehlivého validovaného pocita-
Cového programu, ktery upozorfiuje na zvysené riziko
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(Downdv syndrom), 18. chromozomu (EdwardsCv syn-
drom) a 13. chromozomu (PatauCv syndrom). Ve 2. tri-
mestru na defekt neurdlni trubice (NTD).

IV. Moznosti provadéni screeningu
Downova syndromu

1. Sekvenéni varianta integrovaného testu

Sekvenéni varianta integrovaného testu vychazi
z teoretického modelu integrovaného testu, ktery ma
nejvyssi vytéznost, ale v praxi se nepouziva.
10+0 az 11+3: PAPP-A, resp. volny B hCG , ev. PIGF
11+3 az 13+6: méreni NT sonografistou certifikovanym
a pravidelné auditovanym u FMF Londyn

Predbézné vyhodnoceni testu, vysoce pozitivni scre-
ening (obvykle riziko vyssi nez 1:30) Fesit okamzité.

Ostatni téhotné zeny pokracCuiji do 2. trimestru
15+0 az 20+0: AFP, hCG, uE3

Spolec¢né vyhodnoceni po dokonceni vSech vySet-
feni.

V mistech, kde neni mozné nabidnout spolehlivé
meéfeni NT je doporucovan sérum integrovany test,
ktery vyhodnocuje pouze biochemické markery stano-
vené v krvi v obou trimestrech.

Oddélené vyhodnocovani screeningu v 1. a 2.
trimestru neni doporuc¢ovano a je povazovano za
postup non lege artis!

2. Kombinovany test

1040 az 13+6: PAPP-A, volny B HCG, ev. PIGF

11+3 az 13+6: zmeéfeni NT sonografistou certifikova-

nym a pravidelné auditovanym u FMF Londyn
Vytéznost tohoto testu je vySSi prfi odbéru bioche-

mickych marker( v 10. — 11. tydnu nez pii odbéru ve

13. tydnu.

3. Biochemicky screening v 2. trimestru - (triple
nebo double test)

1540 — 20+0: AFP, hCG, resp. uE3

Samostatné provadeny je vhodny pro zeny, které
se dostavi pozdé na vysetfeni v 1. trimestru, nebo pfi
pozdéji zjisténé gravidite.

FaleSna pozitivita a vytéznost

V. Neinvazivni prenatalni testovani (NIPT)

Neinvazivni prenataini testovani (NIPT) je novou,
modemi technikou vyuzivajici masivni paralelni, nebo
cilené sekvenovani volné DNA (cfDNA) v krvi matky pro
presnou detekci chromozomalnich vad plodu. Zakladnim
rozdilem z pohledu ziskavané informace je skutecnost,
ze NIPT vyhodnocuje pfimo genetickou vybavu plodu,
kdezto standardni screening pro hodnoceni vyuziva
surogétnich parametr(i asociovanych s hledanym one-
mocnénim. Tento novy zpUsob testovani chromozo-
malnich vad plodu byl zaveden do praxe roku 2011.
Zavedenim NIPT doslo k vyraznému zlepseni parametrti
screeningu u teéhotné populace. NIPT prinasi téhotnym
zenam velmi presné informace v brzkém stadiu téhoten-
stvi, ale v soucasné dobé jej stale nemizeme povazo-
vat za diagnostickou metodu. NIPT nabizi jednoduchost
provedeni a vysokou presnost bez obavy z invazivniho
zakroku. Jednotlivé neinvazivni testy se od sebe mohou
odliovat zpUsobem vyjadreni vysledku, presnosti, spekt-
rem vySetfovanych onemocnéni a moznosti pouziti.

1. Vlastnosti mimobunééné DNA (cfDNA) v mater-
nalni cirkulaci

V plazmé matky Ize identifikovat jak materfskou
mimobunécnou DNA, ktera pochazi z bilych krvinek
nebo jinych matefskych tkani, tak mimobunécnou
DNA fetalniho plvodu (cffDNA), kterd pochazi z pla-
centy. Mimobunécna DNA je tvorena relativné malymi
fragmenty (150-200 bp), které reprezentuji kompletni
genetickou informaci. Fetalni DNA tvofi 4 — 25 % z cel-
kové mimobunécné DNA (prdmérné ~10 %).

2. Provadeéni NIPT

NIPT je mozno provadét od 10. tydne téhotenstvi,
pfi Cemz pro validni vysledek se doporucuje stanoveni
fetalni frakce (obsahu cffDNA plodu), ktera by méla byt
vySS8inez 4%. V souCasné dobg je mozné test provadet
bud jako zakladni screeningovy test také u nizkoriziko-
vé populace, nebo mize byt proveden v kontingenc-
nim rezimu pro ovéreni pozitivnich vysledkd ziskanych
standardnim zpUsobem screeningu.

Toto doporuceni je v souladu s doporuc¢enim
Ceské gynekologické a porodnické spoleénos-
ti (CGPS) (Ces. Gynek., 77, 2012, No. 3, p. 265-266)
a Spoleénosti lékaiské genetiky (SLG) CLS JEP
(Klin. Biochem. Metab., 22 (43), 2014, No. 1, p. 40-42).

FaleSna pozitivita Vytéznost Zkratky
9”?5 %. pri S % fallevsne hCG lidsky choriovy gonadotropin
vytéznosti pozitivite ; / . L,
Integrovany/ 08-12% 94% volny B hCG volna beta. podjednotka choriového
sekvencni test ] ’ gonadotropinu
: AFP alfa 1 fetoprotein
Sérum 2,7-52% 85% ]=¢ volny estriol
integrovany test PAPP-A specificky téhotensky protein A
Kombinovany test |  3,8-6,8 % 85% PIGF placentérni riistovy faktor
Triple nebo 9,3-14% 69% RIA kompetitivni radioimunoanalyza
double test IRMA sendvi¢ova radioimunoanalyza
Rozmezi u FP zéleZi na tydnu téhotenstvi, ve kterém je test TRACE fluorescencni  imunoanalyza patentova-
provadén na B.R.A.H.M.S.
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NIPT v rezimu kontingencniho testu pfi provadeni standardniho screeningu

Zdravy plod

Invazivni

Standardni Vysokériziko . L. D o d
.| diagnosticka b LS
r ” -
prenatalni test metoda (CVS, AMC)
. Jiny nalez
Mizké riziko
A\ Pozitivni nebo
Standardni fyziologické Ll L
tehotenstvi
NIPT
\! ( k r It- -t s k r FP)
. f—— | VY 50Kd SENZITIVILE, NIZK3
Zdravy plod y !
Efektivita standardniho screeningu versus NIPT
Predpoklad: 100.000 téhotnych Zen, prevalence Downova syndromu 1:500
Tvb screeningu senzitivita FPR Pocet identifikovanych Pocet FP PPV testu
ol 9 (%) (%) plodi s DS vysledkii
Kombinovany test 90 5 180 4,991 1228 (3,57 %)
Integrovany test 90 2 180 1,996 1212 (8,33 %)
cfDNA test 99 0,2 198 0,4 12ze2 (50 %)
DR Detection rate — vytéznost drome. First and Second-Trimester Evaluation of Risk
PPV Positive predictive value (FASTER) Research Consortium. N. Engl. J. Med. 2005,
FPR False positive rate — fale$nd pozitivita 853: p. 2001-11. _
CRL temeno-kostréni vzdalenost Society of Obstetricians and Gynaecologists of
UZ marke Ultrazvukové marke Canada, Board of the Canadian College of Medi-
NT v halni t | v cal Geneticists. SOGC Clinical Practice Guideline No.
nuchaini trans ucerjce 187,February 2007. Prenatal Screening for Fetal Aneu-
NB Nose bone —nosni kost ploidy. J. Obstet. Gynaecol. Can. 2007, 29(2): p. 146-
TR Trikuspidalni regurgitace 161.
DV Ductus venosus Spencer, K. Cowans, N. J., Molina, F., Kagan, K.
FMF Fetal Medicine Foundation — Nadace 0., Nicolaides, K. H. First-trimester ultrasound and
fetaini mediciny z Londyna biochemical markers of aneuploidy and the prediction
cfDNA cell free DNA — mimobunééna DNA of preterm or early preterm delivery. Obstet. Gynecol.
: - 2008, 31: p. 147-52.
cfiDNA cell free fetal DNA — mimobunécna DNA '
fetainiho pévodu Screening for Down’s syndrome: UK NSC Policy recom-
cVs Odbé hp iovvch KIké mendations 2011-2014 Model of Best Practice Avail-
) erc OK'OWC u able online at http://anr-dpn.vjf.cnrs.fr/sites/default/files/
AMS aminocentéza . NSCModel-of-Best-Practice-DS%20screening2011-
RfB Referenzinstitut flr Bioanalytik 2014Sept2011.pdf
UK NEQAS  United Kingdom National External Quali- Nicolaides, K. H. Nuchal translucency and other first-
ty Assessment Schemes trimestr sonographic markers of chromosomal abnor-
SEKK Systém externi kontroly kvality malities. Am. J. Obstet. Gynecol., 2004, 191: p. 45-67.
Wald, N. J., Rodeck, C., Hackshaw, A. K., Walters,
J., Chitty, L., Mackinson, A. M. First and second tri-
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Priloha €. 1

1. Zavazna preanalytika a analytika
1.1. Preanalytické pozadavky

Analyt Odebirany Stabilita séra Stabilita séra Stabilita séra Zména hladiny

material (*) (plazmy) (plazmy) (plazmy) pfi nedodrzeni
+20 az 25 °C pfi +4 az +8 °C pfi -20 °C preanalytiky

Volny B hCG PIna krev 6h 1d 1r

hCG Plna krev 12h 3d 1r -

AFP PIna krev 12h 7d 1r -

Volny estriol (UE3) Plna krev 6h 1d 1r

PAPP-A PIna krev 12h 3d 1r -

PIGF PIna krev 12h 1d 1r -

*Vlastni stanoveni se provadi v krevnim séru nebo plazmé.
Plnou krev je vhodné dorudit do laboratore do 3 h po odbéru, nejpozdéji vsak do 8 h. Po odbéru je potreba co nejdrive separovat sérum pro
stanoveni volného B hCG a uE3.

1.2. Analytické poZadavky |.
Pro v§echny pouzivané biochemické parametry (volny B hCG, hCG, AFP, uE3, PAPP-A, PIGF) je vyZzado-
vana kazdorocni verifikace metody.

Analyt Navaznost* Doporuéené metody
Volny B hCG WHO 4" IS NIBSC TRACE, IRMA, chemiluminiscencni a elektrochemiluminiscenéni
Y (WHO, 15t IRP 75/551) metody
hCG WHO 4t IS NIBSC RIA, IRMA, TRACE, chemiluminiscencni, fluorescenéni
(WHO, 1stIRP 75/537) a elektrochemiluminiscencni metody
AFP WHO 191S  NIBSG IRMA, TRACE, fluorescencni, chemiluminisceneni

a elektrochemiluminiscencni metody

Ref. metoda: Siekmann et al.,
Volny estriol (UE3) | J. Steroid Biochem. 11 (1979) RIA, chemiluminiscenéni metody
117-123  RIfB Bonn (G)

TRACE, ILMA, IRMA, chemiluminiscendéni

PAPP-A WHO IRP 78/610 L "
a elektrochemiluminiscencni metody

Placental growth factor Ala 21 - Arg
PIGF 149, human, rDNA-derived (PIGF,
PIGF-1) NIBSC 09/272

*Podrobné a pribézné aktualizované informace o referenénich metodach a referencnich materidlech Ize nalézt napt. na webové adrese
http://www.bipm.org (konkrétné napr. dokument http://www.bipm.org/utils/en/xls/jctim_listl.xls, dostupné téZ z www.cskb.cz a www.cmi.
cz) nebo jen o referenénich materidlech na webové adrese: http://www.nibsc.ac.uk/

TRACE, ILMA, IRMA, chemiluminiscen&ni
a elektrochemiluminiscenéni metody

1.3. Analytické poZadavky I.

Pro v§echny pouzivané biochemické parametry (volny B hCG, hCG, AFP, uE3, PAPP-A, PIGF) musi
byt opakovatelnost* do 6 % a reprodukovatelnost** do 10 %

Primérma hodnota ziskané z méreni t kontrolnich vzorkd s rliznymi koncentracemi analytu (volenymi v rozme-
zi celého pracovniho rozsahu metody - kazdy v jeho jiné treting). Méfeni je provadéno: *) minimalné 6x za podmi-
nek opakovatelnosti, **) minimalné 10x za podminek reprodukovatelnosti (pokazdé v jiném dni)

2. Verifikace a nejistota méreni

Pro méreni sledovanych parametrl pouZziva laboratof pouze validované metody. Validaci in vitro diagnostik
(s CE znackou) provadi jejich vyrobce. Nejsou pripustné jakékoliv zmény metodiky. Laborator ma provedenu verifi-
kaci metod a stanovenu rozsifenou nejistotu méfeni v souladu s doporucenim odbornych spolecnosti napf.www.
cskb.cz Doporuceni pro uréeni odhadt nejistot vysledkd méreni/ klinickych testl v Klinickych laboratofich.

3. Doporucéené systémy externi kontroly kvality
Pro 1. trimetr — RfB, INSTAND, SEKK, UK NEQAS
Pro 2. trimestr - RfB, SEKK, UK NEQAS
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