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SOUHRN

Stanovsky S, Bartl J, Barvikova K, Chrastina P, Krijt J, Sokolova J, Berkova K, Straiiak Z, Ticha K, Janota J,
EliaSova M, Plavka R, Zach J, KoZich V, Honzik T. Deficit vitaminu B,, — dalsi vyzva k rozsifeni novorozeneckého
laboratorniho screeningu?

Uvod: Deficit kobalaminu (Cbl, B,,) se projevuje v kojeneckém véku neprospivanim, makrocytarni anemii, hypotonii,
opozdénim/regresem vyvoje, mikrocefalii a epilepsii. Jednou z pficin deficitu B,, u novorozenct je in utero ziskany
deficit maternalniho pivodu. Po vzoru jinych zemi EU pfedstavujeme pribézné vysledky pilotniho projektu novo-
rozeneckého laboratorniho screeningu (NLS) deficitu Cbl probihajiciho na spolupracujicich praZskych pracovistich.

Metody: Pro podezieni na deficit B, staci odchylka alespori 1 primarniho markeru: propionylkarnitin > 3,8 pmol/I, po-
mér propionylkarnitin/acetylkarnitin > 0,3, methionin <7 pmol/Il, pomé&r propionylkarnitin/methionin > 0,5 (stanoveno
tandemovou hmotnostni spektrometrii). Jako druhostupfiové markery vyuZivdme kyselinu methylmalonovou (MMA)
> 2,5 pmol/I a celkovy homocystein (tHcy) > 12 pmol/I. U pozitivnich nalezd provddime u novorozence i matky test
vstiebavani Cbl a stanovujeme celkovy B,, (stanoveno elektrochemiluminiscenéni imunoanalyzou), holoTC (stanove-
no chemiluminiscenéni imunoanalyzou), folaty (stanoveno elektrochemiluminiscenéni imunoanalyzou), sérovou MMA
(stanoveno kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii), tHcy (stanoveno vysokotéinnou
kapalinovou chromatografii) a vybrané sirné metabolity. U matek dale stanovujeme markery chronické gastritidy.

Vysledky: K 21. 02. 2024 byl deficit B, vy3etfen v 20 419 krevnich kapkach (86,1% z celkového poctu odebranych
vzorkd). 863 novorozenc mélo pozitivni alespofi 1z prvostupiiovych markera (2nd tier 4,2 %). Celkové jsme zachy-
tili 6 novorozenct s elevovanymi hodnotami MMA, ve 4 pfipadech se jednalo o pravou pozitivitu, 1 pfipad byl falesné
pozitivni, 1 pfipad byl zachyt kombinované malonové/methylmalonové acidurie. V nasich pfedbéznych vysledcich
dosahoval neonatélni deficit B, incidenci 1: 5105 (95% Cl 1:1994 —1: 8735).

Zavér: Predbézna data z nasi studie prokazuji vysokou incidenci neonatalniho deficitu B, ve spolupracujicich praz-

skych porodnicich. Vysledky mohou slouZit jako védecky podklad k rozsiteni NLS v Ceské republice.

Klicova slova: novorozenecky screening, kobalamin, vitamin B,,, deficit B,
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SUMMARY

Stanovsky S, Bartl J, Barvikova K, Chrastina P, Krijt J, Sokolova J, Berkova K, Stranak Z, Ticha K, Janota J,
EliaSova M, Plavka R, Zach J, KozZich V, Honzik T. Vitamin B,, deficiency — another challenge to expand newborn
laboratory screening?

Introduction: Cobalamin (Cbl, B,,) deficiency manifests in infancy as failure to thrive, macrocytic anemia, hypotonia,
developmental delay/regression, microcephaly, and epilepsy. One of the causes of B, deficiency in newborns is in-
-utero acquired deficiency caused by maternal deficiency. Following the example of other EU countries, we present
interim data from a pilot project of newborn laboratory screening (NLS) for Cbl deficiency, which has been conduc-
ted at cooperating Prague hospitals.

Methods: Atleast one abnormal primary markeris required for suspected B, deficiency: propionylcarnitine>3.8 pmol/I,
propionylcarnitine/acetylcarnitine ratio > 0.3, methionine <7 pmol/I, propionylcarnitine/methionine ratio > 0.5 (de-
termined by tandem mass spectrometry). Secondary markers include methylmalonic acid (MMA) > 2.5 pmol/I and
total homocysteine (tHcy) > 12 pmol/I. In the case of NLS positivity, both the newborn and the mother undergo a Cbl
absorption test. We determine total B,, (measured by electrochemiluminescence immunoassay), holoTC (measured
by chemiluminescence immunoassay), folates (measured by electrochemiluminescence immunoassay), serum MMA
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(measured by liquid chromatography-tandem mass spectrometry), tHcy (measured by high-performance liquid chro-
matography), and selected sulfur metabolites in both newborn and mother. We assess maternal markers of chronic
gastritis.

Results: As of 21February 2024, we evaluated B,, deficiency in 20,419 dry blood spots (86.1% of the samples col-
lected). We identified 863 newborns with positive findings for at least one of the primary markers (2nd tier 4.2%).
Overall, 6 newborns had elevated MMA levels, with 4 cases classified as true positivity, 1 false positivity, and 1 case
indicating combined malonic/methylmalonic aciduria. In our preliminary results, the incidence of neonatal B, defi-
ciency reached 1: 5,105 (95% Cl 1:1,994-1:8,735).

Conclusion: Preliminary data from our study demonstrate the high incidence of neonatal B,, deficiency in cooperat-

Korespondenéni adresa:
prof. MUDr. Tomas Honzik, Ph.D.

a VFN

Ke Karlovu 455/2

128 08 Praha 2

e-mail: tomas.honzik@vfn.cz

uvob
Vitamin B ,, znamy i jako kobalamin (B,,, Cbl) patfi do sku-
piny vitamint rozpustnych ve vod€. V prirozené straveé se vy-
skytuje v potravinach zivoc¢isného ptivodu jako hovézi maso
a jatra, ryby, vejce nebo mlé¢né vyrobky.®’ Pro plné kojené
déti je vyluénym zdrojem B, matei'ské mléko a dale zasoby
nashromazdéné jesté béhem intrauterinniho vyvoje.® Den-
ni potfeba B,, se pohybuje v rozmezi od 0,4 pg u novorozen-
cu a kojenct, 2,4 pg u adolescenttt a dospivajicich a 2,6 pg
u gravidnich a kojicich zen.®

Cbl, nazvany i ,nejkrasnéjsi kofaktor v prirodé“, je
po chemické strance nejslozitéjsi znamy koenzym.® V intra-
celularnim prostredi pusobi jako kofaktor 2 enzymu, které
jsou nepostradatelné pro metabolické déje: methylmalonyl-
-CoA-mutaza a methioninsyntaza.® Ve formé adenosyl-Cbl
je kofaktorem methylmalonyl-CoA-mutazy. Jedna se o mito-
chondrialni enzym, ktery katalyzuje izomerizaci methylma-
lonyl-CoA na sukeinyl-CoA, jednu z anaplerotickych reakei
Krebsova cyklu.© Druhou biochemickou reakei, ve které se
Cbl tcastni ve formé methyl-Cbl, je remethylace homocys-
teinu (Hcy) na methionin (Met) pomoci enzymu methionin-
syntazy.” Poruchy v téchto enzymech vedou k zavaznym
metabolickym onemocnénim.®

B,, se v krvi vyskytuje vazan na vazebné proteiny: ho-
lotranskobalamin (holoTC) a holohaptokorrin (holoHC)
(obr. 1).® Biologicky aktivni frakce je pouze holoTC, znamy
i jako aktivni B,,.0% V biochemické rutinni diagnostice se

Celkovy B,

Aktivni B ,
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ing Prague maternity units. The results may serve as a scientific basis for NLS expansion in the Czech Republic.

Keywords: newborn screening, cobalamin, vitamin B,,, B,, deficiency

Klinika pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF UK

uplatfiyje stanoveni celkového B,,a stanoveni holoTC. Dosud
neexistuje jednoznaény védecky konsenzus pro referen¢ni
rozmezi jak holoTC, tak celkového B ,. V textu uvadime re-
feren¢ni rozmezi vyuzivané na Klinice pediatrie a dédi¢nych
poruch metabolismu 1. LF UK a VEN (KPDPM). Celkovy B,,
(referen¢ni rozmezi 145-569 pmol/1) zahrnuje obé plasma-
tické frakce Cbl, jak holoTC, tak holoHC. Vzhledem k tomu,
ze biologicky aktivni B, je vizan pouze na holoTC, nejevi se
stanoveni celkového B,, jako idealni marker pro diagnostiku
deficitu B,,.®*"> HoloTC (referen¢ni rozmezi 30-165 pmol/1),
reprezentujici biologicky dostupny Cbl pro buiiky, se jevi
jako optimalni marker pro posuzovani deficitu B,,.®® Fy-
ziologicky dochazi k poklesu holoTC mezi 4.—6. mésicem
zivota u plné kojenych déti. Mezi specializovana vySetieni
ke stanoveni deficitu B, patfi stanoveni sérové kyseliny me-
thylmalonové (MMA) a stanoveni celkového Hey (tHcey).(®
MMA je velmi citlivy marker intracelularniho deficitu B,,.(>1
Fyziologické referen¢ni rozmezi do 1. roku zivota je
<700 nmol/], nicméné u plné kojenych déti dochazi k fyziolo-
gickému vzestupu mezi 4.—6. mésicem Zivota az k hodnotam
kolem 2000 nmol/L.%® Po prvnim roce Zivota by hodnoty
MMA nemély presdhnout 270 nmol/l. Mezi jiné stavy, které
se mohou projevit vzestupem MMA, patii dédi¢né poruchy
transportu a intracelularniho zpracovani Cbl nebo chronic-
ké onemocnéni ledvin.® Dalsi funkéni marker deficitu B, je
tHcy. Referenéni rozmezi ve vékové skupiné 0-18 let je 3,5—
10 pmol/1, nad 18 let 3,5-15 pmol/1. Nevyhodou oproti MMA

Obr. 1: Pool B,, v krvi

TC - holotranskobalamin, HC — holo-
haptokorrin



novorozeneckym laboratornim screeningem deficitu B_; v pfipadé

Spanélska screening probiha na &sti Gzemi

Obr. 2: €ervené jsou vyznaéeny zemé se zavedenym ploénym
12;

vy

je niz8i senzitivita a specificita, vyvhodou ¢astéjsi dostupnost
v rutinnich laboratorich. Mezi jiné stavy vedouci k eleva-
ci tHey patfi deficit folatt, chronické onemocnéni ledvin,
hypotyreé6za, farmaka (antiepileptika, antimetabolity fola-
).

Lehky deficit B,, (holoTC 16—-30 pmol/l) se projevuje ne-
specifickymi priznaky jako zvy$ena tinava, anemie, nepro-
spivani a nevysvétlitelné opozdovani psychomotorického
vyvoje (PMV). Tézky deficit B,, (holoTC < 16 pmol/]) se miize
projevovat jako letargie, odmitani kojeni, zvySena drazdi-
vost, hypotonie, absence iismévu, opozdéni PMV ¢i jeho re-
gres, neprospivani, poruchy rustu, nizka porodni hmotnost,
anemie. Dale mohou byt pritomny znadmky demyelinizace,
epilepsie nebo glositida. Castou mylnou predstavou je, Ze
musi byt vyjadiena makrocytarni anemie — v nasi studii byla
pritomna u 28 % kojenct.® Eventualni pfitomnost pancyto-
penie dale mtize rozsirit dif. dg. Vétsina klinickych priznaki
se projevi v prvnich mésicich Zivota.®>=2%

Stavy, které vedou k deficitu Cbl v détské populaci, jsou
vyrazné heterogenni. U novorozencti a kojencu prevazuje
in utero ziskany deficit na podkladé nepoznaného deficitu
B,, u matky — nejcastéji z divodu nediagnostikované mal-
absorpce na podkladé chronické gastritidy nebo u matek
veganek. Mezi dalsi pfi¢iny pati pozdni zavadéni prikrmut
nebo dédi¢né poruchy transportu B,. U starsich déti se jed-
na o nutri¢ni pri¢iny (nedostatek masa v potravé), onemoc-
néni gastrointestinalniho traktu (celiakie, Crohnova nemoc,
stavy po resekci terminalniho ilea, pankreaticka insufi-
cience, hypo/achlorhydrie) nebo dédi¢né poruchy transpor-
tu B12.(26,27)

Navzdory tomu, Ze lé¢ba deficitu B , je jednoducha a efek-
tivni, dosud neexistuji narodni nebo mezinarodni doporuce-
ni pro 1é¢bu deficitu B , v détské populaci. Recentné britsky
National Institute for Health and Care Excellence publiko-
val doporuceni pro lé¢bu deficitu B, u pacienti starsich 16
let.®® Na KPDPM pfi podezreni na deficit B,, souc¢asné vy-
Setfujeme matku a dité. Pri vySetfovani matky novorozence
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s deficitem B,, je potieba klast dliraz na anamnézu stran die-
ty, onemocnéni gastrointestinalniho traktu a uzivana far-
maka. Pri podezieni na malabsorpci provadime CobaSorb
(neradioaktivni test k posouzeni vstfebavani B,) u ditéte
i matky. Po ukonceni testu a vylouc¢ené malabsorpci zahaju-
jeme terapii magistraliter pfipravenym B, sirupem 6 pg/ml
v davce 2ml 1x denné (tj. 12 ng/den) s naslednou kontrolou
hladin holoTC, celkového B,,, MMA a tHcy 3 tydny a 6 ty-
dnt po zahéajeni 1é¢by. Po 6 tydnech 1é¢by snizujeme davku
na 2ml 3x tydné a pokracujeme v substituci do normaliza-
ce hladin MMA s laboratornim monitorovanim jedenkrat
za 6 tydnu do zavedeni prikrm ¢i do ukonceni kojeni a pie-
vodu ditéte na umélou mléénou vyzivu. Finalni kontrola hla-
din celkového B, holoTC, MMA a tHcy probiha v 6. mésici
zivota. Je nutné zduraznit, Ze vZdy 1é¢ime i matku ve spo-
lupraci s vSeobecnym praktickym lékarem nebo internistou
(event. gastroenterologem/hematologem).

Vzhledem k potencionéalné zavaznym dopadtum na détsky
organismus a faktu, Ze se jedna o lehce a efektivné 1é¢itelné
onemocnéni, byl deficit B, zafazen jako souc¢ast novoroze-
neckého laboratorniho screeningu (NLS) ve 13 evropskych
zemich (obr. 2). Casna diagnostika in utero ziskaného defici-
tu Cbl umoznuje zabranit rozvoji zavazného neurologické-
ho postizeni. Od ¢ervna 2022 probiha pilotni studie deficitu
B,, v porodnicich na tizemi Hlavniho mésta Prahy.

METODY

Pilotni projekt screeningu deficitu B,, probiha od ¢ervna
2022 ve 4 prazskych fakultnich nemocnicich: VSeobecna
fakultni nemocnice, Fakultni Thomayerova nemocnice, Fa-
kultni nemocnice Motol a Ustav pro pé¢i o matku a dité.
Na spolupracujicich pracovistich konsentujici rodi¢ky ob-
drzi informovany souhlas se zapojenim do pilotniho pro-
gramu screeningu deficitu B, u novorozenci. Pro zapojeni
do screeningu neni nutny zadny odbér krve navic, vySetieni
se realizuje ze standardni suché krevni kapky. Pro stanoveni
deficitu B , vyuzivame nasledujici primarni markery: propio-
nylkarnitin (cut-off > 3,8 pmol/1), pomér propionylkarnitin/
acetylkarnitin (cut-off » 0,3), Met (cut-off < 7 pmol/1), pomér
propionylkarnitin/Met (cut-off > 0,5). Pro zachyt staci jeden
pozitivni marker. Jako druhostupnové markery vyuzivame
MMA (cut-off > 2,5 pmol/1) a tHey (cut-off > 12 pmol/1). Ana-
lyty v suché krevni kapce jsou stanovovany pomoci tande-
mové hmotnostni spektrometrie. Primarnim cilem scree-
ningu deficitu B, je odhaleni zavazného nedostatku tohoto
mikronutrientu u novorozenci. Mezi sekundarni cile patri
detekce maternalniho deficitu B,,, deficitu proteintt CblA,
CblB, CbIC, CblD, CbIE, CbIF, Cbl], CblX, deficitu MTHFR,
deficitu methylmalonyl-CoA-mutazy, deficitu methylmalo-
nyl-CoA-epimerazy, deficitu ACSF3 (kombinovana malono-
va/methylmalonova acidurie - CMAMMA).

U pozitivnich zachytt v ramci dalsiho dif. dg. procesu
provadime jak u novorozence, tak u matky test vstrreba-
vani vitaminu B,, (CobaSorb) a stanovujeme celkovy B,
(stanoveno elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzou),
holoTC (stanoveno chemiluminiscenéni imunoanalyzou),
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Tab. 1: Vysledky pilotniho novorozeneckého laboratorniho screeningu deficitu B,

Konfirmaéni vySetfeni

MMA tHcy

:iatg—matka < 3"(')0::1"";” <c1e4"5(°pvr::1lzl >7‘>)g;gl ::1/1Io(lcllletl) (dé>ti1)o>“;r5“ :::LI/I Sehe gza.::fi‘::li?y AL

(matky) (matky)
Dité A 2 51 32900 126 Vstiebava Prava pozitivita
Matka A 84 3250 42 Nevstfebava | Chronicka gastritida
Dité B 53 137 473 8 Vstiebava Fale$na pozitivita
Matka B 68 338 221 12 Vstfebava Negativni
Dité C 3 74 1550 36 Vstiebava Prava pozitivita
Matka C 10 134 1230 19 Nevstfebava | Chronicka gastritida
Dité D 5 74 6820 32 Vstiebava Prava pozitivita
Matka D 24 N/A 1930 16 N/A N/A
Dité E > 256 625 2830 12 N/A Prava pozitivita*
Matka E > 256 545 231 9,7 N/A Negativni
Dité F 58 284 47000 N/A N/A CMAMMA'
Matka F N/A N/A N/A N/A N/A N/A

N/A - neni dostupné; cervené — hodnoty nad refere¢nim rozmezim; modfe — hodnoty pod refere¢nim rozmezim.
*Vyrazné suprafyziologické hodnoty B., a holoTC svéd¢i pro moznou non-compliance a uzivani B,, pred vysetienim. Pro pravy deficit B, , svédci elevace MMA.
Dité zachyceno pfes vyraznou elevaci MMA v pupeénikové krvi, nasledné potvrzena elevace MMA ze suché kapky. Primarni markery byly v referen¢nim rozmezi.

folaty (stanoveno elektrochemiluminiscen¢ni imunoanaly-
zou), sérovou MMA (stanoveno kapalinovou chromatografii
s tandemovou hmotnostni spektrometrii), tHcy (stanoveno
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii) a vybrané sir-
né metabolity. U matek dale stanovujeme protilatky proti
vnitfnimu faktoru (stanoveno ELISA), gastrinu (stanoveno
chemiluminiscenéni imunoanalyzou), protilatky proti pa-
rietalnim bunkam (stanoveno nepfimou imunofluorescen-
ci). VSechny biochemické metody jsou ve VFN rutinné vyu-
Zivany.

VYSLEDKY

K 21. 2. 2024 bylo ve spolupracujicich porodnicich odebra-
no 23 713 suchych krevnich kapek, deficit B, byl vySetfen
v 20 419 krevnich kapkach. Konsentujici matky s pilotnim
projektem screeningu B,, piedstavovaly 86,1% z celkového
poétu odebranych vzorku. Celkové 863 novorozenctt mélo
pozitivni alesponn 1 marker, 2nd tier MMA predstavoval
4,2%. Celkové jsme do 21. 2. 2024 zachytili 6 novorozencit
s elevovanymi hodnotami MMA. Ve 4 pfipadech se jedna-
lo o pravou pozitivitu, 1 pripad byl falesné pozitivni, 1 pri-
pad byl zachyt CMAMMA. V nasich predbéznych vysled-
cich dosahoval neonatalni deficit B,, incidenci 1: 5105 (95%
CI1:1994 - 1: 8735). Vsichni zachyceni novorozenci a jejich
matky byli dale vysetiovani a sledovani na KPDPM. Vysledky
shrnuje tabulka 1. V ramei sekundarnich cilt screeningu se
podarilo zachytit 1 novorozence s CMAMMA. Podle dostup-
né literatury se jednd o vzacnou biochemickou odchylku,
pravdépodobné s benignim priubéhem.?”
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DISKUSE

Nase studie prokazuje relativné vysokou incidenci deficitu
B,, vnovorozenecké populaci narozené v nékolika praz-
skych nemocnicich, ktera je podobna incidenci fenylke-
tonurie (1: 4960) v Ceské republice. Ve studii z némeckého
Heidelbergu dosahovala incidence neonatalniho deficitu B,
1:5355,89 podobnou incidenci 1: 5000 prokazala italska stu-
die,®) av§ak estonska studie prokazala incidenci 1: 3000.¢?
Predpokladame, Ze za rozdilnou incidenci mezi jednotlivy-
mi staty muze rozli¢ny Zivotni styl a jiné hodnoty cut-offs,
které jsou vyuzivané pro reportovani jednotlivych pripada.
Vzhledem k tomu, Ze jeden z rizikovych faktort deficitu B,
béhem gravidity a nasledné u novorozence je nizky socio-
ekonomicky status matky, predpokladame, Ze na celore-
publikové tirovni mize incidence neonatalniho deficitu B,,
dosahovat jesté vyssich ¢isel. Vyhodou NLS deficitu B, je,
ze neprimo cili i na matky — jednou z nejcastéjsich pric¢in
deficitu B,, u novorozenct je in utero ziskany deficit na pod-
kladé nepoznaného deficitu u matky. Proto predpokladame,
ze NLS muize neprimo poméahat ke véasné diagnostice chro-
nické gastritidy a jinych nemoci spojenych s malabsorpci B,
u dosud klinicky asymptomatickych matek. Limitace scree-
ningu vidime v tom, Ze nemusi odhalit leh¢i formy deficitu
B,, pfi narozeni, které pti nedostate¢ném obsahu Cbl v mlé-
ku deficitnich matek mohou v pozdéjsim kojeneckém véku
progredovat do zavazného deficitu. Proto zlstava v rukou
primarnich pediatrii myslet na deficit B,, u kojenct. Kazdé
kojené dité pred zavedenim prikrmu s neprospivanim, opoz-
dénym PMV nebo hypotonii by v ramci dif. dg. procesu mélo
mit vySetfeny metabolismus B,,.



ZAVER

Predbézna data z nasi studie prokazuji vysokou incidenci
(1:5105) neonatalniho deficitu B, u novorozenct naroze-
nych v prazskych porodnicich. Pfredpokladame, Ze zaraze-
ni screeningu deficitu B, ze suché krevni kapky mezi celo-
plo$ny NLS splnuje kritéria WHO podle Wilsona a Jungera.
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