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POVZETEK

Razsirjeno presejanje novorojencev na vrojene bolezni pre-
snove (VBP) je bilo v Sloveniji uradno uvedeno septembra
2018. Obstojecemu programu presejanja za kongenitalno
hipotirozo in fenilketonurijo smo dodali 17 VBP. Vse doda-
ne bolezni testiramo z uporabo tandemske masne spektro-
metrije, ki omogoca socasno merjenje Stevilnih acilkarniti-
nov in aminokislin iz posusenega madeza krvi in moznost
prepoznave razli¢cnih aminoacidopatij, organskih acidurij
in motenj v presnovi mascobnih kislin. Za potrditveno te-
stiranje smo dodatno implementirali metodo sekvenciranja
DNA naslednje generacije. Za namen razsirjenega preseja-
nja za VBP so bile potrebne tudi dolocene organizacijske
spremembe in povezava bolnisni¢nih informacijskih siste-
mov slovenskih porodnisnic z laboratorijskim informacijskim
sistemom Pediatricne klinike in Klinike za nuklearno me-
dicino. Od zacetka razsirjenega presejanja novorojencev za
VBP do koncaleta 2020 smo analizirali 39.324 vzorcev. Pri
12 bolnikih smo z dodatnimi potrditvenimi testi VBP po-
trdili $e pred pojavom klini¢nih znakov. Med njimi izstopa
nepricakovano visok delez bolnikov z motnjami v presno-
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vi dolgoveriznih mascobnih kislin, kar je lahko znacilnost
slovenskega prostora ali pa razmeroma majhnega stevila
analiziranih vzorcev.

Klju¢ne besede: presejanje novorojencev, tandemska
masna spektrometrija, sckvenciranje DNA nove genera-
cije, vrojene bolezni presnove

ABSTRACT

In Slovenia, the expanded newborn screening for inborn
errors of metabolism was introduced in September 2018.
Seventeen metabolic diseases have been added to the pre-
-existing screening panel for congenital hypothyroidism
and phenylketonuria. Therefore, tandem mass spectrome-
try was introduced since it enables simultaneous testing of
numerous acylcarnitines and amino acids from dried blo-
od spots for detecting several aminoacidopathies, organic



acidurias, and fatty acid oxidation disorders. Furthermore,
next-generation sequencing was introduced for confirmato-
ry testing. To introduce the expanded newborn screening,
we needed to implement certain modifications to the exi-
sting organisation. Among them, existing heterogeneous
information systems in the Maternity hospitals were con-
nected to the laboratory information system of the Uni-
versity Children’s Hospital and of the Department of Nu-
clear Medicine. Until the end of 2020, a total of 39,324

UvoD

Vrojene bolezni presnove (VBP) so redke genetsko pogoje-
ne motnje, pri katerih vzro¢ne spremembe v genih lahko
povzrocijo deaktivacijo ali zmanjsano delovanje encimov,
ki so pomembni pri razli¢cnih procesih presnove (1). Njiho-
va pojavnost je obi¢ajno nizja od 1 na 10.000 zivorojenih
otrok (2). VBP lahko odkrijemo s presejalnimi metodami,
katerih cilj je prepoznavanje bolezni pred pojavom prvih
simptomov ali prvih stadijev bolezni. Razsirjeno preseja-
nje novorojencev za VBP je omogocila uporaba tandem-
ske masne spektrometrije (MS/MS), ki omogoca istocasno
kvantifikacijo stevilnih presnovkov iz samo ene kaplje krvi
(3, 4). Pri seznamu bolezni, ki smo jih vkljucili v program
razsirjenega presejanja za VBP, smo upostevali priporoci-
la, da mora za bolezni v presejalnem programu obstajati
test z ustrezno obcutljivostjo in specifi¢nostjo, ki omogo-
¢a odkritje bolezni pred pojavom klini¢nih znakov. Zgo-
dnje odkritje mora zagotavljati pravocasno ukrepanje in
s tem ucinkovito zdravljenje, ki prepreci ali upocasni ra-
zvoj bolezni. Program mora biti tudi stroskovno uc¢inkovit
(5, 6). Pomembno merilo za vkljucitev bolezni v razsirjeni
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samples were screened. After additional testing, twelve pa-
tients were confirmed as positive. Among them, unusually
high incidence of patients with very long-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency was observed.

Key words: newborn screening, tandem mass spectro-
metry, next-generation sequencing, inborn errors of me-
tabolism

program presejanja za VBP je bila tudi pojavnost posame-
zne bolezni, kar smo za podrocje Slovenije ocenjevali s po-
sebno pilotno raziskavo (7). Za potrditveno testiranje smo
implementirali tudi metodo sekvenciranja DNA naslednje
generacije (NGS), ki nam poleg potrditve omogoca tudi
spremljanje poteka bolezni ter moznost genetskega sveto-
vanja drugim ozjim druzinskim c¢lanom (8). Za izvajanje
raz$irjenega presejanja novorojencev za VBP v Sloveniji
sicer obstaja pravna podlaga (9). V Pravilniku za izvaja-
nje zdravstvenega varstva na primarni ravni je navedenih
vseh 18 bolezni, na katere testiramo novorojence. Opre-
deljeno je, kdaj naj bodo vzorci odvzeti, kako oznaceni in
kje naj bo opravljena analiza. Zapisana je tudi odlocba o
izdaji enotnega izvida, ki mora biti posredovan porodni-
$nici, ki je vzorec poslala.

V ¢lanku je opisan program razsirjenega presejanja novoro-
jencev v Sloveniji ter njegova implementacija. Predstavlje-
ni so tudi rezultati raz$irjenega testiranja za prvi dve leti.

IMPLEMENTACIJA PROGRAMA RAZSIRJENEGA
PRESEJANJA NOVOROJENCEV ZA VBP

Obstojece stanje in priprave na
siritev presejanja

Pred siritvijo programa presejanja novorojencev za VBP je
v Sloveniji potekalo presejanje za fenilketonurijo in konge-
nitalno hipotirozo, ki ga od leta 1979 oziroma 1981 izva-
jajo na Kliniki za nuklearno medicino (KNM) (10). Leta

1999 smo za diagnostiko simptomatskih bolnikov na Pe-
diatri¢ni kliniki (PK) uvedli selektivno presejalno testira-
nje na VBP. Sledile so daljse priprave, raziskave in ana-
lize, ki so omogocile testiranje vseh novorojencev. Leta
2015 smo na Zdravstveni svet Ministrstva za zdravje po-

dali vlogo za nov program presejanja novorojencev in ko- >

nec maja 2018 prevzeli novo opremo za razsirjeno pre-
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sejanje novorojencev za VBP LC-MS/MS »Waters Xevo
TOD« in »Waters Xevo TQ-S micro« za potrditveno di-
agnostiko. Sledilo je povezovanje analizatorjev z labora-
torijskim informacijskim sistemom (LIS), testiranje siste-
ma in programske opreme, ki je potrebna za presejanje
novorojencev v kombinaciji s Perkin Elmer reagencnim
kompletom Neobase 2. Po optimizaciji sistema smo opra-
vili verifikacijo reagencnega kompleta ter s pomocjo me-
ritev na 1000 vzorcih postavili izkljucitvena merila — meje.
Postavljene meje smo, zaradi prevelikega stevila lazno po-
zitivnih rezultatov, kasneje popravili. Dolocene meje smo
sprementli tudi na osnovi rezultatov zunanje ocene kako-
vosti (CDC — Newborn Screening acylcarnitines and ami-
no acids). Prvih 1000 vzorcev novorojencev smo analizira-
li vzporedno na dveh sistemih, in sicer na novem z novim
reagencnim kompletom ter starem, na katerem smo ime-
li preverjene izkljucitvene meje.

Pricetek programa in vkljucevanje
porodnisnic

Program razsirjenega presejanja novorojencev za VBP je
bil v Sloventiji uveden septembra 2018, ko je bila vkljuce-
na prva porodnisnica. Preostale slovenske porodnisnice so
se vkljucevale postopoma do avgusta 2019. Obstojecemu
programu presejanja za kongenitalno hipotirozo in fenil-
ketonurijo smo tako dodali 17 novih VBP:

* bolezen javorjevega sirupa,

* tirozinemija tip 1,

* izovaleri¢na acidemija,

e glutaricna acidemija tip I,

e glutaricna acidemija tip 11,

e pomanjkanje zelo dolgoverizne acil-CoA
dehidrogenaze,

e pomanjkanje dolgoverizne 30OH-CoA
dehidrogenaze,

e pomanjkanje srednjeverizne acil-CoA
dehidrogenaze,

e propionska acidemija,
* metilmalonska acidemija,

* pomanjkanje karnitine palmitoiltransferaze I,
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e pomanjkanje karnitine palmitoiltransferaze 11,
* motnja vnosa/transporta karnitina,

e pomanjkanje 3-metilkrotonil-CoA karboksilaze,
e 3-hidroksi-3-metilglutari¢na acidurija,

e pomanjkanje holokarboksilaze sintaze,

* pomanjkanje B-ketotiolaze.

Organizacijske spremembe

Ob siritvi so bile vpeljane doloc¢ene organizacijske spre-
membe. Prva je bila povezava podatkov novorojencev iz
bolnisni¢nega informacijskega sistema slovenskih porod-
ni$nic z laboratorijskim informacijskim sistemom PK in
KNM. V porodnisnici, kjer je vzorec krvi odvzet, izvedejo
tudi elektronsko narocilo v bolnisni¢ni informacijski sistem
ter natisnejo ¢rtno kodo, s katero opremijo kartico. Porod-
ni$nice so bile v ta namen opremljene z ustreznimi ¢italci
in tiskalniki ¢rtnih kod. S tem smo zagotovili boljso oziro-
ma ustrezno sledljivost vzorca in rezultatov. Pri vzpostavi-
tvi povezav bolnisnic¢nih in laboratorijskih informacijskih
sistemov so sodelovale vse slovenske programske hise, od-
govorne za bolnisni¢ne informacijske sisteme (Infonet, Hi-
pokrat, Birpis, Pina) ter Kobis, kot odgovorni za LIS. Ob
prikljucevanju posamezne porodnisnice v sistem naroca-
nja sta bila vedno prisotna tudi skrbnik LIS-a in sodela-
vec laboratorija Pediatricne klinike. Hkrati z implemen-
tacijo elektronskega narocanja smo izvedli tudi ponovno
1zobrazevanje osebja porodnisnic o pravilnem odvzemu
vzorca kaplje krvi na kartico ter pomembnosti dnevnega
posiljanja kartic z odvzetimi vzorci.

Skupaj s sodelavet KNM in Klini¢nega oddelka za en-
dokrinologijo, diabetes in bolezni presnove (KOEDBP) smo
pripravili tudi navodila za izvajanje presejanja za VBP v
Sloveniji, in informacije za starse, ki so dostopne na sple-
tnem portalu »Redke bolezni« (11).

Celoten proces presejanja tako zajema: informiranje star-
Sev o presejanju novorojencev, ukrepanje v primerih, ko
starsi zavrnejo testiranje, pravilen odvzem in posiljanje
vzorcev, analizo vzorcev, potrditvena testiranja, nadalj-
njo diagnostiko, spremljanje in obvladovanje VBP ter 1z-
obrazevanje starsev in skrbnikov.



PROTOKOL PRESEJANJA

Kot ze v okviru osnovnega, se tudi v okviru razsirjenega
presejanja za VBP odvzem krvi na filtrirno kartico opravi
od 48 do 72 ur po porodu ter hkrati vsaj 24 ur po pricetku
hranjenja. Za skupine novorojencev, ki potrebujejo poseb-
no obravnavo (nedono$encki, novorojenci na intenzivni te-
rapiji), se protokol odvzemov vzorcev izvaja v skladu s po-
sebnimi navodili, ki so izvajalcu dostopni na spletu (11). Ce
je mogoce, odvzem opravimo pred morebitno predvideno
terapijo ali transfuzijo. Otroci z intravensko parenteralno
prehrano imajo zaradi njene sestave povisane vrednosti do-
locenih aminokislin, na primer razvejanih, kar je sicer zna-
¢ilno za bolezen javorjevega sirupa. Obenem imajo pogosto
znizane koncentracije prostega karnitina. Dolo¢ena zdravi-
la vplivajo na lazno povisane vrednosti acilkarnitinov, kar
je vzrok za lazno pozitivne rezultate presejanja. Enako velja
za prehranske dodatke, na primer pri dodatku srednjeveriz-
nih trigliceridov vidimo povisanje stevilnih acilkarnitinov,
ki so pomembni pri prepoznavi motenj v presnovi srednje-
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veriznih mascobnih kislin. Odvzem vzorca po transfuziji
vpliva na vse rezultate presejanja. Pri nedonosenckih obsta-
javecja verjetnost tako lazno pozitivnih kakor tudilazno ne-
gativnih rezultatov. V taksnih primerih je pomembno, da
poleg predvidenega odvzema testiranje ponovimo $e ob od-
pustu iz bolnisnice oziroma ob koncu zdravljenja. Kartice,
ustrezno oznacene s ¢rtno kodo, narocnik poslje na KNM,
kjer 1z polovice kartice opravijo presejalne teste za konge-
nitalno hipotirozo in fenilketonurijo. Drugo polovico kar-
tice posredujejo na KISLD, kjer opravimo $e testiranje za
bolezni, zajete v razsirjeno presejanje za VBP. Zaradi lazje
logisticne 1zvedbe in boljse sledljivosti vzorca smo kartico
za odvzem kaplje krvi oblikovali posebej, tako da sta obe
polovici kartice oznaceni z enako ¢rtno kodo, kar omogoca
zdruzitev rezultatov obeh laboratorijev v enoten izvid. Vse
kartice z nepravilnim odvzemom ali vidno kontaminacijo
zavrnemo, porodnisnico pa prosimo za ponovni odvzem.

ALGORITEM OBRAVNAVE REZULTATOV

V okviru razsirjenega presejanja za VBP smo pripravili al-
goritem obravnave rezultatov glede na vrsto rezultata »mej-
ni« ali »pozitivni«, katere opredelitev je odvisna od koncen-
tracije presnovkov, znacilnih za doloceno bolezen, kot tudi
razmerij med njimi. V primeru mejnih rezultatov obvestimo
osebje porodnisnice in prosimo za ponoven odvzem vzorca.
V primeru pozitivnih rezultatov novorojencka povabimo na
KOEDBP Pediatri¢ne klinike, kjer odvzamemo dodatne
vzorce za potrditvene teste, in sicer odvisno od domnevne
bolezni. Ce je rezultat drugega testiranja mejnega vzorca
ponovno mejen, otroka prav tako povabimo na KOEDBP
Pediatricne klinike na nadaljnjo diagnostiko (12). Po potr-
ditvi rezultatov KNM in KISLD v LIS-u se kot enoten iz-
vid prenesejo v bolnisni¢ne informacijske sisteme.

Potrditveno testiranje za VBP vkljucuje analizo acilkar-
nitinov iz krvnega madeza, organskih kislin v urinu ter
aminokislin v plazmi. Pomembna nadgradnja razsirjene-
ga presejanja z MS/MS je bila tudi uvedba sekvenciranja
DNA naslednje generacije. V ta namen smo pripravili pa-
nel 72 genov, ki zajema 18 moznih VBP (17 novih in fenil-
ketonurijo) ter gene za bolezni in bolezenska stanja, ki sicer
niso del presejanja, a so za njih znacilna povisanja enakih
presnovkov kot pr1 VBP, vkljucenih v razsirjeno presejanje.

Cle ugotovimo prisotnost katere od bolezni, ki ni del progra-
ma razsirjenega presejanja za VBP, se ¢lani konzilija KISLD
in KO EDBP odlocajo o morebitnih ukrepih za vsak primer
posebej. Konzilij se posvetuje tudi o morebitnih spremem-
bah izkljucitvenih meril ter nacrtuje smernice.
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REZULTATI

Do konca leta 2020 smo skupaj testirali 39.324 vzorcev.
V prvem letu testiranja (2018) smo pregledali 2.275 vzor-
cev, od tega je bilo 18 mejnih in 10 pozitivnih rezultatov.
Vletu 2019 smo testirali 17.819 vzorcev, pri katerih je bilo
284 mejnih in 102 pozitivna. V letu 2020, ko so bile vklju-
cene ze vse slovenske porodnisnice, smo testirali 19.230
vzorcev, od katerih je imelo 421 mejne rezultate ter 97 po-
zitivne. Med pozitivnimi rezultati smo z dodatnimi potr-
ditvenimi testi diagnosticirali 12 bolnikov z naslednjimi
boleznimi: pomanjkanje zelo dolgoverizne acil-CoA de-
hidrogenaze (VLCADD) (4 bolniki), pomanjkanje sre-
dnjeverizne acil-CoA dehidrogenaze (MCADD) (3 bolni-
ki), pomanjkanje kratkoverizne acil-CoA dehidrogenaze

ZAKLJUCEK

Presejanje novorojencev za VBP ima v preventivni me-
dicini izredno pomembno vlogo. Z implementacijo raz-
Sirjenega presejanja novorojencev smo uspeli prepoznati
dodatne posameznike s posebnimi VBP (MCADD, VL-
CADD, SCADD, ...) se pred pojavom klini¢nih znakov.
Hkrati smo naredili tudi pomemben korak k povezovanju
razli¢nih slovenskih bolnisni¢nih informacijskih sistemov
z laboratorijskim informacijskim sistemom in s tem zago-
tovili boljso sledljivost podatkov in rezultatov novorojen-
cev, kot tudi neustreznih odvzemov vzorcev. V ta namen
smo izvajali tudi dodatna izobrazevanja osebja porodni-
$nic, kar je znacilno zmanjsalo Stevilo zavrnjenih vzor-
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(SCADD) (1 bolnik), izovaleri¢na acidurija (1 bolnik), hi-
perprolinurija (1 bolnik), citrulinemija (1 bolnik), hiper-
valinemija — hiperlevcin/izolevcinemija (1 bolnik). Med
rezultati mocno odstopa visoka pojavnost bolnikov s po-
trjenim VLCADD, ki je vi§ja celo od sicer najpogostejse
motnje v presnovi mascobnih kisliny MCADD (13). Tako
visoka pojavnost je lahko znacilnost nasega prostora, lahko
pa se bo po doloc¢enem ¢asu, ko bo analizirano vecje Ste-
vilo vzorcev, priblizala pojavnosti, ki je opisana pri osta-
lih sosednih drzavah. Delez zavrnjenih vzorcev zaradi ne-
ustreznega odvzema je bil, zaradi dodatnih 1zobrazevanj
osebja v porodnisnicah, vsako leto nizji, in sicer od 0,92
% v prvem letu, 0,12 % drugo leto do 0,05 % v letu 2020.

cev, nepotrebne zamude pri oddajanju izvidov, stres star-
$ev in nenazadnje dodatno obremenitev vseh odgovornih
Vv procesu presejanja. Socasno z razsirjenim presejanjem
za VBP smo v rutinsko uporabo implementirali tudi NGS
kot potrditveno testiranje, ki poleg potrditve VBP omogo-
¢a tudi moznost genetskega svetovanja drugim ozjim dru-
zinskim ¢lanom. Menimo, da bo genetska diagnostika pri
presejanju novorojencev tudi v prihodnosti igrala cedalje
pomembnejso vlogo.
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