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1 Uvod

Laboratorni pfirucka je dokumentem, ktery ma za kol informovat Zadatele o vySetfeni o
nabidce naSich sluzeb a poskytnout jim zakladni informace v preanalytické a postanalytické
faze.

Snazili jsme Se, aby se stala obecnym privodcem naSich ¢innosti a hlavné, aby poskytla
dostatek potiebnych informaci laboratornim i Ostatnim zdravotnickym zaméstnancum
z preanalytické, analytické a postanalytické faze, které jsou nutné pro docileni spravného
vysledku analyzy a jeho vyhodnoceni v diagnostickém 1 1é€ebném procesu.

Tato pfirucka ma napomoci ke zlepSeni komunikace s uzivateli laboratornich sluzeb a
taktéz ke zviditelnéni nasi prace.

TiSténd a/nebo elektronickd verze Laboratorni pfirucky je poskytnuta uzivatelim
laboratorniho vySetfeni jedenkrat v aktualni verzi s platnosti v dobé schvaleni. Nasledné je
pravideln¢ aktualizovana.
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1.1 Oblast platnosti

Laboratorni piirucka — ,,pfirucka pro odbér primarnich vzorkt“ byla vypracovana se
zamérem unifikovat postupy preanalytické faze (fdze pred vlastnim provedenim laboratorniho
vysetieni) a ke zvySeni standardizace a jednotnosti postupu.

Odbeér vzorka je nedilnou soucasti uspésné provedeného laboratorniho vySetteni.

Laboratorni pfirucka je informativnim dokumentem pro Iékafe (Zadajici vySetfeni),
pacienty a zdravotnicky personal a piedava jim zakladni pozadavky pro odbér vzorkd.

LP je volné piistupna na www.clg.cz a zakaznici laboratofe jsou informovani o
aktualizacich a provedenych zménéch v této ptirucce.
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2 Zakladni informace o laboratori

Kontaktni udaje

Centrum lékai'ské genetiky s.r.o.

Adresa:

Novohradska 68/1806
370 08 Ceské Budgjovice

Statutarni zastupce:

MUDr. Karel Cutka
MUDr. David Cutka

Kontakt:

387 204 618

e-mail: info@clg.cz

Provozni doba ambulanci:
(provadéni odbéru)

Po — Pa: 8,00 — 15,00

So: dle dohody

Konzultujici 1ékari

MUDr. David Cutka 387 204 618 e-mail: info@clg.cz
MUDr. Milada Lacinova dtto dtto
Laboratore

Vedouci laboratoie

MUDr. David Cutka

Kontakt:

387 204 618

e-mail: info@clg.cz

Vedouci useku CG

Ing. Markéta Lysa

Kontakt: 387 006 423 e-mail: lysa@clg.cz
Vedouci useku MG Ing. Barbora Kvacova, Ph.D.
Kontakt: 387 006 424 e-mail: kvacova@clg.cz

Manazer kvality

Ing. Barbora Kvacova, Ph.D.

Kontakt:

387 006 424

e-mail: kvacova@clg.cz
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3 Spektrum nabizenych sluZeb a seznam laboratornich vysetieni

3.1 Seznam nabizenych vySetifeni
Akreditovana vySetieni

SP-CG-01 | Cytogenetické stanoveni karyotypu z lidskych buné¢k
SP-CG-02 | Vysetieni biologického materialu metodou FISH
SP-MG-01 | Molekularné genetické vysetfeni mutaci v genech metodou PCR-RFLP
SP-MG-02 Molekularn¢ genetické vysetfeni mikrodeleci v azoospermické oblasti chromozému Y
(AZFa, AZFb, AZFc) multiplex PCR
SP-MG-03 | Molekularné genetické vySetfeni mutaci v genech metodou reverzni hybridizace.
Molekularné geneticka analyza fluorescenéné znacenych fragmentit DNA metodami PCR a
SP-MG-04 e .
kapilarni elektroforézy
SP-MG-06 | Molekularné genetické vysetfeni mutaci v genech metodou Real-Time PCR
SP-MG-08 | Mutaéni analyza/screening genti metodou Sangerova sekvenovani
SP-MG-09 | Mutaéni analyza genti metodou masivné paralelniho sekvenovani (platforma Illumina) *
Molekularné genetické vySetfeni syndromu fragilniho X chromozému (FRAXA) metodou
SP-MG-10
PCR a TP-PCR
VySetfeni intragenovych prestaveb metodou MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe
SP-MG-11 o
Amplification)
SP-MG-12 | Vysetieni prestaveb lidského genomu metodou Array CGH
Neinvazivni prenatalni vySetfeni (NIPT) metodou masivné paralelniho sekvenovani
SP-MG-13 :
(Ilumina)
SP-MG-14 Molekularné genetické vySetteni HLA alel asociovanych k celiakii/lepkové

intoleranci metodou SSP-PCR

*ONKO: ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, PTEN, RAD51C, STK11, TP53, APC, CDH1,
EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, BARD1, FAM175A, RAD50, RAD51D, PMS2/PMS2CL.

ONKO Plus: ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, PTEN, RAD51C, STK11, TP53, APC,
EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, BARD1, FAM175A, RAD50, RAD51D, PMS2, PMS2CL, MRE11A, PIK3CA,

XRCC2

Laboratot ma zavedeny flexibilni rozsah akreditace, ktery je vyznacen na Ptiloze Osvédceni o
akreditaci v dodatku. Flexibilni rozsah akreditace se tyka postupt viz tabulka nize:

Flexibilni rozsah akreditace

Vysetiteni SP-MG-:

01, 03, 04, 06, 08, 09, 11, 12, 13, 14

Neakreditovana vySetieni

SP-CG-03 | Vysetieni biologického materidlu metodou FISH — PGD
SP-CG-05 | Stanoveni orientacniho spermiogramu
SP-MG-15 | Vysetieni piestaveb lidského genomu u embryi metodou Array CGH.
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3.2 Usek molekularni genetiky

3.2.1 [Izolace a uchovavani vzorkit DNA

Prvnim krokem molekularné genetickych metod je izolace DNA z rtiznych biologickych
materiald. Izolace DNA je provadéna za pomoci komeréné vyrabénych izola¢nich kitt nebo
pomoci poloautomatického izolatoru a je zaméfena na:

a) izolace DNA z periferni krve;

b) izolace cfDNA z krevni plazmy;

c) izolace DNA z nekultivovanych bunék plodové vody;
d) izolace DNA z kultivovanych bunék plodové vody;
e) izolace DNA z choriovych klka (CVS);

f) izolace DNA z bun¢k bukalni sliznice (BC);

g) izolace DNA z tkan¢ potracenych plodu.

3.2.2 Molekularné genetické vySetieni mutaci v genech metodou PCR-RFLP a Real-Time
PCR — trombofilni stavy

Vysetieni trombofilnich stavil je zaméfeno na odhaleni mutace FV Leiden (G1691A)
v genu pro koagulaéni faktor V, mutace G20210A v genu pro koagulaéni faktor II a mutaci
C677T a A1298C v genu pro methylentetrahydrofolat reduktizu (MTHFR). Pro testaci je

pouzivana amplifikace s naslednym restrikénim S$tépenim anebo kvantitativni PCR
S vyhodnocenim v realném case.

3.2.3 Molekulirné genetické vySetieni mikrodeleci azoospermické oblasti chromozomu Y
(AZFa, AZFb, AZFc) multiplex PCR

Diagnostické testovani mikrodeleci v AZF oblasti je provadéno PCR amplifikacemi
pomoci STS primerti. Analyzovany jsou vzdy dva STS lokusy v kazdé AZF oblasti. Pro
multiplex PCR jsou pouzivany nasledujici STS primery: AZFa oblast (sY84, sY86), AZFb
oblast (sY127, sY134) a AZFc oblast (sY254, sY255). Do analyzy byl dale zahrnut gen SRY
a gen ZFX/ZFY.

3.2.4 Molekularné genetické vySetieni mutaci v genech metodou reverzni hybridizace —
gen pro cystickou fibrozu
K vysetfeni mutaci v genu CFTR je v soudasné dobé pouzivan kit CF StripAssay ™
vyrabény firmou ViennaLab.

Pomoci zminéného kitu je vySetfovano celkem 34 mutaci vgenu CFTR:
CFTRdel2,3(21kb), 1507del (-ATC), F508del (-CTT), 1717-1G >A, G542X, G551D, R553X,
R560T, 2143delT, 2183AA>G, 2184delA, 2184insA, 2789+5G>A, R1162X, 3659delC,
3905insT, W1282X, N1303K, G85E, 394delTT, R117H, Y122X, 621+1G>T, 711+1G>T,
1078delT, R334W, R347H, R347P, A455E, 1898+1G>A, 3120+1G>A, 3272-26A>G,
Y1092X, 3849+10kbC>T. Dale je odhalen intragenovy polymorfismus Tn variant (5T, 7T,
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9T) v intronu 8, kdy je identifikovana homo- ¢i heterozygotni pfitomnost nebo absence 5T
alely souvisejici s CBAVD (congenital bilateral absence of the vas deferens).

K vySetieni mutaci v genu CFTR jsou pouzivany kity Amplification CFTR kit, INNO-
LiPA CFTR19 a INNO-LiPA CFTR17+Tn Update vyrabéné firmou INNOGENETICS.

Pomoci zminénych kitl je vySetifovano celkem 36 mutaci v genu CFTR: F508del, G542X,
N1303K, W1282X, G551D, 1717-1G—A, RS553X, CFTRdele2,3(21kb), 1507del,
711+1G—-T, 3272-26A—G, 3905insT, R560T, 1898+1G—A, S1251N, 1148T, 3199delo,
3120+1G—A a Q552X. 621+1G—T, 3849+10kbC—T, 2183AA—G, 394delTT,
2789+5G—A, R1162X, 3659delC, R117H, R334W, R347P, G85E, 1078delT, A455E,
2143delT, E60X, 2184delA a 711+5G—A. Dale je odhalen intragenovy polymorfismus Tn
variant (5T, 7T, 9T) v intronu 8, kdy je identifikovana homo- ¢i heterozygotni pfitomnost
nebo absence 5T alely souvisejici s CBAVD (congenital bilateral absence of the vas
deferens).

K vySetieni mutaci v genu CFTR a zejména stanoveni po¢tu TG repetic u potencialné
patogenni varianty 5T je pouzivan neakreditovany postup vyuzivajici diagnostickou soupravu
Devyser CFTR Core - CE IVD vyrabénou firmou Devyser. Varianta poly-T regionu CFTR
genu 5T je variantou s variabilni klinickou konsekvenci. Alela 5T v 90 % znemoziuje
normdlni sestfih exonu 9. Dusledkem je pak chybéni exonem 9 kodované casti CFTR
proteinu.

3.3.5.  Molekuliarné geneticka analyza fluorescenéné znacenych fragmentii DNA
metodami PCR a Kapildrni elektroforézy

Vysetteni Amnio PCR je rychlou diagnostickou metodou odhalujici obecné zndmé
chromozomalni abnormality (aneuploidie chromozému 13, 18, 21, X a Y) vyuzivajici PCR
techniku. K vysetieni aneuploidii chromozomt 15, 16, 22 je pouzivan neakreditovany postup
vyuzivajici diagnostickou soupravu Devyser Extend M1 v2 — CE IVD vyrabénou firmou
Devyser.

3.3.6. Molekularné genetické vysSetieni HLA alel asociovanych k celiakii/lepkové
intoleranci metodou SSP-PCR

Celiakie/lepkova intolerance je chronické celozivotni onemocnéni, charakterizované
trvalou nesnaSenlivosti lepku (glutenu). Vyskyt je celosvétovy, s vyraznymi regiondlnimi
rozdily a v nasi stfedoevropské oblasti je udavan poctem 1:200 — 300. Dokladem genetické
dispozice je autozomalni dédi¢nost s neaplnou penetranci. U pfibuznych 1. stupné se celiakie
vyskytuje v 8-18%, u jednovajecnych dvojcat v 70%.

Celiakie  je  multifaktorialni ~ onemocnéni  asociované s alelami HLA-DQ2
(DQA1*05/DQA1*02:01/DQB1*02), HLA-DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302) nebo HLA-
DRBI1*04. Exprese zminénych alel je nezbytna, ne vSak dostate¢na k propuknuti celiakie,
predpoklada se pouze asi 50% vliv genetické slozky na vzniku celiakie. HLA DQ2 alela je
exprimovana u veétsiny osob trpici celiakii (>90%), DQS alela poté asi u 8%. Z malé skupiny
osob trpicich celiakii a negativnich pro HLA-DQ2 alelu, je drtiva vétSina pozitivni na HLA-
DRB1*04 alelu. Z tohoto pohledu je absence zminénych alel velmi dobfe vyuzitelnd pro
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vylouceni celiakie.

3.3.7 Mutacni analyza/screening genit metodou Sangerova sekvenovini — BRCALl, BRCA2,
ONKO, ONKO Plus

Pifimé sekvenovani DNA patii jiz fadu let ke standardnim postupiim pouzivanych pii
molekularné genetické diagnostice dédi¢nych chorob. Z molekularnich analyz je jeho nejvétsi
vyhodou moznost zachytit a identifikovat mutaci zodpovédnou za onemocnéni u postizenych
jedinct a ve sledované rodiné. Podminkou této metody je vSak znalost lokalizace genu a
znalost jeho standardni/referen¢ni sekvence. Mutacni analyza zahrnuje namnozeni kodujicich
genovych sekvenci a naslednou charakterizaci genovych alteraci pfimym sekvenovanim
produkti PCR.

Sangerovym sekvenovanim jsou dale neakreditované ovétovany nalezené varianty v ramci
vysetieni ONKO a ONKO Plus panelu (vyjma BRCA1 a BRCAZ2).

3.3.8 Mutaéni analyza genit metodou masivné paralelniho sekvenovani (platforma
Illumina) - BRCAL, BRCA2, ONKO, ONKO Plus

Mutaéni analyzy gend, provadéné standardnimi metodami (pifimé sekvenovani a dalsi) jsou
technicky Casové i finanéné velmi naro¢né. Sekvenovani nové generace ("next-generation
sequencing”, NGS) je revoluéni technologie, ktera poskytuje levné, spravné a piesné
informace o genomické sekvenci. Umoziiuje paralelni sekvenovani multiplexd riznych DNA
fragmentli. Kombinace metody multiplex PCR (amplifikace specifickych cilovych sekvenci) s
naslednym resekvenovanim za vyuziti platformy firmy lllumina umoziuje resekvenovat a
charakterizovat Siroké spektrum genti nebo oblasti genti, zodpovédnych nebo podilejicich se
na genetickych onemocnénich, a to u mnoha pacienti soucasné. Tento metodicky postup
spravné a presné vysledky o velmi vysoké vypovidaci hodnoté.

Systém Illumina MiSeq® kombinuje osvédéenou technologii Sequencing by synthesis (SBS),
ktera umozniuje generovani klusterti, sekvenovani a analyzu dat na jediném pfistroji.

Sekvenac¢ni technologii jakou je masivné paralelni sekvenovani je mozné testovani
sekvenci desitek az stovek genii souCasn€, coz umoznuje testovani znamych, vysoce
rizikovych i potencionalné rizikovych gend.

Pouzitim CE IVD diagnostické soupravy Hereditary Cancer Solution by Sophia Genetics
je mozné analyzovat v jednom sekvenacnim béhu 27 genid asociujicich k hereditdrnim
nadorovym onemocnénim. Z téchto 27 genu byly sestaveny dva panely ONKO (analyza
vybranych 24 gentt) a ONKO Plus (kompletni analyza vSech 27 genti), kde jsou analyzovany
geny s prevazujici predispozici k nddortim prsu, ovarii a délohy a naddory gastrointestinalniho
traktu.

ONKO: ATM, BRCAL, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, PTEN, RAD51C,
STK11, TP53, APC, CDH1, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, BARD1, FAM175A,
RAD50, RAD51D, PMS2/PMS2CL.

ONKO Plus: ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, NBN, PALB2, PTEN,
RAD51C, STK11, TP53, APC, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, BARD]1,
FAM175A, RAD50, RAD51D, PMS2, PMS2CL, MRE11A, PIK3CA, XRCC2.
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O vhodnosti volby testovaného panelu genll rozhoduje klinicky genetik na zakladé
podrobné genetické konzultace. V ramci tohoto vySetieni je se souhlasem pacienta provadéno
uchovani jeho genetického materidlu v bance Centra za ucelem eventualniho pozdéjsiho
dovysetieni v zavislosti na pokroku ve vyzkumu v této oblasti.

3.3.9 Molekulirné genetické vysetieni syndromu fragilniho X chromozomu (FRAXA)
metodou PCR a TP-PCR

Syndrom fragilniho X chromozomu (FRAXA, Martin-Bell syndrom) je X vazané dédi¢né
onemocnéni, které je v naprosté vétSin€ piipadi zplisobeno expanzi CGG repetitivni
sekvence, nachazejici se v 5'nepiekladané oblasti FMR1 genu (Xg27.3). Projevuje se
mentalni retardaci spojené s dysmorfickymi rysy, kterymi jsou predev§im vysoké celo, uzky
protazeny obli¢ej, vyrazna brada, velké odstavajici usi a u muzii makroorchidizmus. Casto
jsou pozorovany poruchy chovani zahrnujici hyperaktivitu a autizmus. Onemocnéni se muize
vlivem lyonizace X chromozému projevit také u zen. Asi jedna tfetina Zen nesouci plnou
mutaci ma mirnou nebo stfedni mentalni retardaci. Incidence tohoto onemocnéni je uvadéna
jako 1:3000 — 1:5000 u muzi.

AmplideX™ FMR1 PCR Kit je diagnosticky komeréni kit uréeny pro pouziti v klinickych
laboratofich za Gcelem amplifikace a detekce cytosin-guanin-guanin (CGG) repetic v 5’'-

netranslatované oblasti FMR1 genu. Tento kit je urcen k diagnostice syndromu fragilniho
X asyndromt s nim asociovanych, jako napf. Tremor-ataxie syndrom (FX-TAS) a primarni
ovarialni insuficience (FX-POI).

3.3.10 Vyseti'eni intragenovych piestaveb metodou MLPA (Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification) — BRCA1, BRCA2, SMN1 a SMN2, ONKO, ONKO Plus

Patogenni mutace v genu BRCA1 jsou nejcastéjSi monogenné podminénou pficinou
hereditarni formy naddoru prsu a ovaria. Zachyt patogennich mutaci u vysoce rizikovych
pacientll zavisi kromé ptisnosti vybérovych kritérii také na zvolenych postupech molekularné
genetického vySetfeni. Jednou z moZnosti podhodnoceni zachytu u vysoce rizikovych rodin
mize byt pfitomnost intragenového pieskupeni, které nelze detekovat v ramci standardniho
screeningu zaloZené¢ho pouze na PCR metodach. U vysoce rizikovych jedinct je k tomuto
screeningu Vvhodné zafadit také vySetfeni umoznujici detekci velkych genomickych
deleci/duplikaci zahrnujicich celé exony genu.

Podle udaju z literatury se mnozstvi nalezenych genovych piestaveb v BRCA1 a BRCA2
genu v riznych populacich znaéné lisi. Zachyt se pohybuje v rozmezi ~10% z celkového
poctu detekovanych mutaci v téchto genech a detekovand preskupeni jsou Casto populacné
specificka.

SMA je po Duchennové svalové dystrofii druhé nejc¢astéjsi neuromuskularni onemocnéni,
je to také druha nejcastéjsi pricina imrtnosti kojencii na autozomaln€ recesivni onemocnéni.
Tato choroba postihuje pfedni rohy misni a Casto 1 motoricka jadra hlavovych nervi. Periferni
nervy ani cerebrospindlni dréhy nejsou postizeny. Projevuje se pfedevS§im vyraznou svalovou
hypotonii s hypo — az areflexii koncetin, svalovou hypotrofii az atrofii a fascikulacemi jazyka.
Patogeneze ani kauzalni terapie SMA doposud neni zndma, diagnostika je zaloZzena na
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molekularné-genetickém vysSetfeni. V95 % proximalnich forem SMA byla prokazana
kauzalni mutace v SMN genu na chromozomu 5q13.
Stézejni roli zde hraji dva sekvencné vysoce podobné geny: SMN1 a SMN2, lokalizované na
chromozomu 5ql13. Oba dva geny koduji stejny protein a lisi se pouze dvéma single-
nukleotidovymi rozdily: jeden se nachazi v exonu 7 a druhy vexonu 8. Tento single-
nukleotidovy rozdil ma vliv na sestiih mRNA a ve vysledku je gen SMN2 efektivni pouze
z 10-15% v produkci funkéniho SMN proteinu v porovnani s genem SMN1.
Vice nez 95% pacient postizenych SMA maji homozygotni deleci alespoii exonu 7 genu
SMN1. Naprosta vétSina nositeli SMA mize byt identifikovdna pifitomnosti pouze jedné
kopie exonu 7 SMN1 genu. Pocet kopii SMN2 genu je velmi variabilni. Jedinci, Ktefi nesou
ob¢ kopie tohoto genu jsou v obecné populaci zastoupeni pouze v rozmezi 60-70%. Za
podminky, Ze je pfitomna alesponi jedna kopie SMN1 genu, Gplna absence SMNZ2 genu nema
zadné klinické dopady na jedince. Pocet kopii SMN2 genu hraje velmi vyznamnou roli pro
pacienty postizené SMA. Cim vice kopii pacient nese, tim je oéekavana méné agresivni forma
onemocnénti.

Metodou MLPA jsou déle neakreditované ovéfovany rozsahlé intragenové piestavby
nalezené v ramci vySetfeni ONKO a ONKO Plus panelu (vyjma BRCA1 a BRCAZ2).

3.3.11 VySetieni piestaveb lidského genomu metodou Array CGH

Principem metody je komparativni genomova hybridizace za t¢elem vySetfeni mikrodeleci
a mikroduplikaci v celém genomu.

3.3.12 Neinvazivni prenatdlni vySetieni (NIPT) metodou masivné paralelniho sekvenovani
(Hlumina)

Sekvenovani nové generace (“'next-generation sequencing", NGS) je revoluéni technologie,
kterd poskytuje levné, spravné a presné informace o genomické sekvenci. Umozinuje paralelni
sekvenovani multiplexti raznych DNA fragmenti. Kombinace metody multiplex PCR
(amplifikace specifickych cilovych sekvenci) s naslednym resekvenovanim za vyuziti
platformy firmy Illumina umoznuje resekvenovat a charakterizovat §iroké spektrum gent
nebo oblasti gent, zodpovédnych nebo podilejicich se na genetickych onemocnénich, a to u
mnoha pacientll soucasné. Tento metodicky postup umoziuje vysoce vykonné a finanéné
efektivni sekvenovani, pfinasi ve vyrazn€ krat$i dobé spravné a presné vysledky o velmi
vysoké vypovidaci hodnoté. Systém Illumina MiSeq®, NextSeq® a dalsi kombinuje
osvéd€enou technologii Sequencing by synthesis (SBS), kterd umoziiuje generovani klusterd,
sekvenovani a analyzu dat na jediném pfistroji.

Neinvazivni prenatalni testovani (NIPT) je moderni technikou vyuzivajici masivni
paralelni nebo cilené sekvenovani volné fetalni DNA (cfDNA) z krve té¢hotné Zeny pro
presnou detekci chromozomalnich vad u plodu v soucasné gravidité.

Clarigo v2 (CE IVD) je uréen pro neinvazivni testovani nejcastéjsich pocetnich odchylek
chromozoému 13 (Patautiv syndrom), 18 (Edwardstiv syndrom) a 21 (Downtaiv syndrom) a pro
zjisténi pohlavi plodu. Test mize stanovit riziko vad pohlavnich chromozomu. Stanoveni rizik
vad pohlavnich chromozémii neni dosud validovano a nevylucuje tedy moznost anomalii
pohlavnich chromozomu u plodu.
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Metodika je zaméfena na analyzu volnych fragmenti DNA plodu cirkulujicich v matetské
krvi, diky nimz je detekovano vice nez 4000 oblasti lokalizovanych na chromozémech 13, 18,
21, X a Y. Pocetni odchylka je pak charakterizovana statisticky vyznamnym zvySenim
¢etnosti fragment z ur¢itého chromozému.

3.3 Usek cytogenetiky

3.3.1 Chromozomalni vySetieni

Slouzi k urceni karyotypu klasickymi cytogenetickymi metodami a fluorescen¢ni in situ
hybridizaci. VySetfeni je mozno provadét z:
— Z plodové vody/CVS.
— Z periferni krve.
— Z tkané potracenych plodu.
Utelem vysetieni je stanoveni po&etnich, strukturnich, piipadné ziskanych
chromozomalnich aberaci.

4 Prohlaseni o souhlasu

Nékteré odbéry pro laboratorni vySetieni provadéna v rdmci CLG patii mezi invazivni a
Iékat odebirajici material je povinen informovat pacienty a potfidit pisemny souhlas o tomto
informovéni. Pacient je vzdy sezndmen S ucelem, povahou a disledkem provadéného
vySetieni.

Svym podpisem stvrzuje, ze souhlasi S odbérem a ptipadnym uchovavanim odebraného
genetického materialu (je vzdy uvedeno v informovaném souhlasu DNA).

Samostatnou prilohou této prirucky jsou formulare pro informovany
souhlas: (ptesné odkazy na nase INFO souhlasy)

¢ Informovany souhlas k odbéru vzorku DNA
¢ Informovany souhlas k odbéru plodové vody

¢ Informovany souhlas k odbéru krve, uchoviani DNA a s molekularné genetickym

vySetienim ONKO a ONKO Plus
e Souhlas vySetirované (zakonného zastupce) s neinvazivnim prenatalnim testovanim

testem aneuploidii chromozomii 21, 18 a 13 (NIPT Clarigo test)

Soucasti informovaného souhlasu jsou pokyny pro pacienty, které obsahuji informace
souvisejici s ptipravou pacienta pied odbérem vzorki.

5 Manual pro odbér primarnich vzorki

V této kapitole jsou uvedeny pozadavky a pokyny pro odbér zpracovavanych biologickych
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materiali — doporucené odbérové nadoby, minimalni odebirané mnozstvi, pozadavky na
transport a ptipadné zvlastni nacasovani odbéru.

5.1 Zakladni informace pro odbér primarniho vzorku véetné zvlastniho
nacasovani

Klinické informace

Dtvodem odbéru plodové vody je pozadavek na chromozomalni vysetieni bunék plodu
z amniocytl, stanoveni hladiny alfafetoproteinu, popt. vySeteni jednotlivych genti. Odbér se
provadi nejCastéji mezi 16.-18. tydnem gravidity, lze ho vSak provést jiz od 14. tydne
gravidity. Odbér se provadi i v pozd¢&jsich tydnech gravidity, zde je potfeba brat v tvahu, ze
pteruSeni té¢hotenstvi z divodu poskozeni plodu je az na vyjimky povoleno pouze do konce
24. tydne téhotenstvi.

Terminy dodani vysledki se vztahuji na bézny provoz laboratore. Terminy kultivace
preparatd se pohybuje mezi 1020 dny podle mnozstvi a typu amniocytl. Jedna se o invazivni
vySetfeni, proto musi byt uveden jasny divod k provedeni amniocentézy. Buiiky se zacinaji
kultivovat v den odbéru, kultivace a vyhodnoceni vysledku trva cca 4 tydny. Pii odbéru je
tedy potieba pocitat s dostate¢nou lhlitou na kultivaci a zpracovani vzorku. V piipadé vyuZiti
metody FISH jsou vysledky k dispozici do 5 pracovnich dnu (statimova do 3 pracovnich dnii).
Vysledky vysetieni Amnio PCR/QF PCR jsou k dispozici do 5 pracovnich dnt. Pro odbér
krve matky, pfip. otce, uréené k porovnani s vysledkem vySetfeni Amnio PCR/QF PCR
plodu, je nutna informace, zda par nepodstoupil umélé oplodnéni s vyuzitim darcovstvi
oocytl ¢i spermatu.

Chromozomalni vySetieni z krve se provadi z délicich se bunék T-lymfoctl stimulovanych
phytohaemaglutininem. Nelze odebirat pacientovi a zejména novorozenci krev po infizi a uz
vitbec po transfazi (do 3 mésict po vykonu) ¢i transplantaci kostni diené (vysledkem zkousky
by byl karyotyp darce a ne pacienta). Vysledek vysetieni je k dispozici do 4 tydnd, v piipadé
statimového pozadavku do 3 tydnd.

Periferni krev/stéry z bukalnich sliznic jsou dale odebirany z divodu molekularné
genetického vySetieni jednotlivych genl. VVzorek krve nelze odebirat pacientovi a zejména
novorozenci po infizi a uz viibec ne po transfuzi (do 3 mésicti po vykonu) ¢i transplantaci
kostni dfené. Vysledek vysetieni je k dispozici do 3 tydnd (individualné podle vysetieni),
Vv ptipadé¢ statimového pozadavku za 5 pracovnich dnt.

Odbér periferni krve za ucelem separace krevni plazmy urcené¢ k NIPT vysetfeni nelze
realizovat z nasledujicich divoda: chromozomalni aberace matky, mozaicizmu u plodu,
chimérizmu, téhotenstvi z darovaného oocytu, vicecetného téhotenstvi, syndromu mizejiciho
dvojcete, absolvovani transfuze krve, imunoterapii, terapii kmenovymi bunikami, transplantaci
¢i radiacni terapii (minimalni odstup 6 mésicti), BMI t€hotné zeny nad >35. Pfed odbérem je
doporucovan dostateCny pitny rezim a minimaln€¢ den pred planovanym odbérem stfidma
strava se snizenym obsahem tukti v potravinach. Vysledek vySetteni je k dispozici do 3 tydnt,
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Vv piipad¢ statimového pozadavku za 2 tydny.
5.2 Vlastni odbér véetné minimalniho mnoZstvi

5.2.1 Odbérové nadoby

Material musi byt dodédvan do laboratofe ve sterilnich odbérovych néadobach nebo
zkumavkach, pokud mozno na jedno pouziti.

Plodova voda a chorium jsou odebirdany do kultiva¢nich nddobek nebo sterilnich
zkumavek. Pro odbér periferni krve doporucujeme uzivat uzavieny vakuovy systém s barevné
rozliSenymi zkumavkami s vhodnymi konzervanty.

Doporucené odbéroveé systémy, minimalné konzervaéni latky, jsou:
> plodova voda
- zkumavky Vacuette - zluté vicko. Odbér do zkumavek bez konzervaéni latky;
» periferni krev
- chromozomalni vysetieni:
- zkumavky Vacuette — zelené vicko (napln lithium heparin);
- molekularné genetické vySetieni:
- zkumavky Vacuette — fialové vi¢ko (naplit KsEDTA);
- neinvazivni prenatdlni testovani:
- zkumavky STRECK
> tkan potracenych plodi
- zkumavka s mediem Amniomax — fa Gibco nebo s fyziologickym roztokem,;
» choriové klky
- zkumavky Vacuette 9 ml — zelené vic¢ko (naplin sodium heparin)
» buiiky bukalni sliznice

- nylonové sterilni tampony

Pii odbéru je nutné vzdy odbérové nadoby vhodné oznacit (dle uvedenych pravidel).
Zamezit moznosti zamény a kontaminace biologického materidlu! Je-li dodan material
Vv transportni nadobce, ktera je zevné potfisnéna, nemize byt takovy vzorek dale zpracovavan.
Cela odbérova nadobka i s biologickym materidlem je likvidovana v souladu s piedpisy o
likvidaci infekéniho materialu.

Odbér provedeny nestandardnim postupem je nutno specifikovat na zddance o vySetfeni.

5.2.2 Odbér plodové vody — amniocentéza

Vlastni odbér se provadi na specializovaném pracovisti v odbérovém sale odborné
proskolenym personalem pod kontrolou ultrazvukem, aby nedoslo k poranéni plodu.
K chromozomalnimu vySetieni karyotypu z bun¢k plodové vody je potieba ziskat 15-20 ml
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plodové vody, kterd je jiz pii odbéru rozdélena do dvou sterilnich zkumavek a fadné
oznacena. Pokud je pozadovéano vysetieni metodami FISH ¢i Amnio PCR je odebrano o 2-5
ml vice.

Pti vlastnim odbéru je pod kontrolou ultrazvuku proveden vpich do dutiny bfisSni za
pomoci jehly o priméru 0,9 mm s mandrenem. Nejprve je odsato cca 1 ml plodové vody,
ktera neni pouzita pro kultivaci. Timto ikonem je zamezena mozna kontaminace materialem
pochazejicim od matky, ktery by mohl zkreslit vysledek. Teprve poté je odebrano potiebné
mnozstvi pro vysetfeni. Minimalni odebrané mnozstvi potfebné pro vysetfeni je 10 ml,
optimum 15-20 ml.

V piipad¢, Ze plodova voda je odebrana na jiném pracovisti nez v CLG, je pii transportu do
laboratoie vhodné uzivat transportni nadobu — napf. ,,termotasku‘ nebo ,,termosku®. Transport
do laboratofe je nutno zajistit v co nejkratSi dobé, nejpozdéji do 24 hodin. Materidl je
doprovazen fadné vyplnénou zadankou o vysetfeni.

5.2.3 Odbér periferni krve

Odbér periferni krve na cytogenetické 1 molekularné genetické vySetfeni nevyzaduje
zadnou specidlni pripravu pacienta. Pacientkdm pred odbérem pro neinvazivni prenatalni
testovani je doporucovan dostatecny pitny rezim a omezeny piijem tucnych jidel.

Krev je odebirana z periferni zily v loketni jamce za pouziti uzavieného vakuového
systému Vacuteiner s barevné rozliSenymi zkumavkami s riznymi protisrazlivymi piisadami.
Pro odbér na cytogenetické vySetieni je pouzivana zkumavka se zelenym uzavérem (heparin),
pro molekularné genetické s uzavérem fialovym (K3EDTA). Pro neinvazivni prenatalni
testovani vakueta STRECK.

Paze pacienta je volné polozena, dezinfikovana (dezinfekéni latka bez obsahu jodu —
negativné ovliviuje kultivaci) a po stabilizaci polohy Zily je proveden vpich s nastavcem, do
né¢hoz je vlozena zkumavka. Bezprostfedné po odbéru je nutné zkumavku s krvi dikladné
promichat, aby bylo zabranéno tvorbé srazenin. Rana po vpichu je pielepena naplasti a
pacient si tiskne misto vpichu (cca 2-5 minut).

Optimalni odebrané mnozstvi je 4-5 ml krve, minimalné vSak 2 ml (napf. u malych déti).
Odebrana krev je uchovavana v lednici, pii teploté 4-9 °C. Je nutné zabranit zmrznuti nebo
piehiati krve, aby se zachovaly zivé buniky. Materidl pro neinvazivni prenatalni testovani je
uchovavan pii pokojové teploté, nejdéle 48 hodin do jeho zpracovani (separace krevni
plazmy).

Pii transportu do laboratoie je vhodné uZzivat transportni nadobu — napf. ,,termotasku‘ nebo
,termosku®. Transport do laboratofe je nutno zajistit v co nejkrat§i dob¢, nejpozdé€ji do 96
hodin. Material je doprovazen fadné vyplnénou zadankou o vySetieni.

5.2.4 Odbér potracené tkané

Odbér je provadén za ucelem chromozomalniho vySetieni bun€k potraceného plodu.
Materidl musi byt odebrdn za sterilnich podminek, vloZzen do sterilni, fadn€ oznacené
zkumavky ¢i nadobky s médiem nebo fyziologickym roztokem. K vySetfeni je potieba zaslat
vzorek o velikosti n¢kolika mm. Vzorek je do laboratoie odeslan nejlépe ihned po odbéru,
nejdéle vSak do 24 hodin s fadné vyplnénou zddankou o vySetieni.
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5.25  Odbér choriovych klku
Vlastni odbér se provadi na specializovaném pracovisti v odbérovém sale odborné
proskolenym personalem pod kontrolou ultrazvukem. Odebrané choriové klky jsou pro DNA
vysetieni vloZzeny do mikrozkumavky a do zpracovani skladovany v chladicim zafizeni pii
teplote 4-9 °C.

Pti vlastnim odbéru je pod kontrolou ultrazvuku proveden vpich do dutiny bfiSni za
pomoci jehly o priméru 0,9 mm s mandrenem. Nasledn€ jsou choriové klky odebrany do
vacuetty.

V piipadé, ze CVS jsou odebrany na jiném pracovisti nez v CLG, je pii transportu do
laboratoie vhodné uzivat transportni nddobu — napf. ,,termotasku* nebo ,,termosku®. Transport
do laboratofe je nutno zajistit v co nejkrat$i dobé, nejpozdéji do 24 hodin. Material je
doprovazen fadné vyplnénou zadankou o vySetieni.

5.2.6  Odbér bunék bukalni sliznice

Odbér je provadén sterilnimi nylonovymi tampony dikladnym vytfenim sliznice dutiny
ustni. Vytérky jsou vlozeny do fadn€ oznafenych zkumavek. Materidl je do zpracovani
uchovavan v chladicim zafizeni pfi teploté 4-9 °C.

6 Transport a manipulace s biologickym materialem

6.1 Skladovani odebranych vzorku

Odebrany material, pokud neni bezprostfedné zpracovan, je uloZen do lednice pfi teploté
4-9 °C, vyjma periferni krve pro NIPT testovani, do nadoby k tomu uréené. Tim je material
do doby zpracovani chranén pred znehodnocenim, rozlitim, kontaminaci, pfimému vlivu
slune¢niho zafeni apod. VesSkerd manipulace s biologickym materidlem musi probihat dle
ustanoveni § 6 Vyhlasky MZD ¢&. 440/2000 Sb.

6.2 Informace k dopravé vzorki

V piipadé€ zasilani vzorkl k vySetfeni do laboratofi CLG musi byt pfi dopravé dbano na
Setrnost, rychlost a adekvatni teplotu transportu. Lékai poZadujici vySetfeni odpovida za
zajisténi transportu a zajisténi bezpecnosti pirepravce (Vhodny zpusob baleni a oznaceni
odebran¢ho vzorku).

Pii transportu do laboratofe je vhodné uZzivat transportni nadobu (urenou pouze pro
pfepravu vzorkil) — napf. ,,termotasku* nebo ,termosku®. Transport do laboratofe je nutno
zajistit v co nejkrats$i dobé, nejpozdéji do 2448 hodin dle druhu materidlu (kapitoly 5.2.2-
5.2.4). Material je doprovazen fadné vyplnénou zadankou o vySetieni. Béhem piepravy
materidlu je nutné zabranit jakékoliv manipulaci, kterd by mohla byt pficinou mechanického
poskozeni. Dale je dulezité odebrany material chranit pred extrémnimi teplotami (pred
zmrznutim ¢i prehfatim) a svétlem, aby si buniky uchovaly schopnost kultivace a ristu.
V piipadé, ze nelze material piepravit ihned po odebrani uchovavame jej v lednici pti 4-9 °C.
Material pro neinvazivni prenatalni testovani je uchovavan pii pokojové teploté, nejdéle 48
hodin do jeho zpracovani.
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Zadanky o vySetfeni musi byt ulozeny oddélené v samostatném obalu, aby nedoslo pii
manipulaci s materialem k jejich pfipadnému potiisnéni.

Upozornéni:
Pokud doslo béhem transportu k mechanickému poskozeni odbérové nadoby s materialem,

je zékaznik o této situaci telefonicky seznamen a pozadan o zajisténi nového odbéru.

7/ Prijem vzorki do laboratore

Veskery biologicky materidl musi byt jednozna¢né oznacen a doprovazen zadankou
(pozadavkovym listem, priivodkou) na vySetieni.

7.1 ldentifika¢ni ozna¢eni primarniho vzorku

Kazdy materidl musi byt oznacen Stitkem s uvedenim minimalné:
1. pfijmeni pacienta
2. rok narozeni nebo rodné ¢islo
V piipadé shodného piijmeni je doplnén Stitek o dalsi uptesnujici tdaje (jméno, pofadové
Cislo atd.)
Neoznaceny material mize byt odmitnut laboratofi k dalSimu zpracovani.

7.2 Zadanka na laboratorni vySetieni

Do laboratofe je pfijiman materidl doprovazeny zadankou (vzdy podle druhu
poZzadovaného vysetieni).
Zéadanka musi vzdy obsahovat:

Povinné udaje:
» jednoznacnou identifikaci pacienta
> jméno, ptijmeni, ¢islo pojisténce (novorozenci, cizinci). V ptipad¢, Ze neni
totoznost pacienta znama, jiny zpusob identifikace.
> pohlavi, veék (pokud jsou diilezité pro vysledky vysetfeni) — a nelze je
identifikovat z r.¢., jména — uvadéno u cizincti (Z-zena, M-muz)

> datum narozeni

> identifikaci zadatele o vy3etieni — ICP lékaie, adresa a kontakt na Zadatele (razitkem)*

» diagndza

» druh primarniho vzorku — vySetfovany material — je patrny z nazvu zadanky (AC —
plodova voda, CVS — choriové klky, PER — periferni krev, DNA, FISH PCR —
uvedeno v zadance, NIPT)

» pozadovana vysetfeni

» datum a ¢as odbéru primarniho vzorku, identifikace pracovnika, ktery provedl odbér

» identifikaci pracovnika odebirajiciho material**
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» datum a Cas piijeti vzorku laboratofi (uveden na zadance/konkrétni Lab. knize/deniku)

Nepovinné udaje:
» Bydlisté pacienta
> Telefon

Poznamky:

*V pripade, ze vysetieni FISH pozZaduje jako doplitkové pracovnik laboratore (na zdkladé
vysledku cytogenetickych) neni vypliiovano razitko a podpis lékare

**jestlize se jedna o odbér plodové vody/choriovych klkii — je odebirajici pracovnik totozny
S Zadatelem o vysetreni

Pokud je zpracovavan material odebrany mimo CLG S.r.0., musi byt doprovazen zddankou
S vyse uvedenymi nalezitostmi.

7.2.1 Ustni nebo dodateénd vySetieni

Je to neobvykla forma objednavani provedeni vysetfeni daného vzorku. Lze ji ptipustit jen
ve vyjimecnych a urgentnich situacich, kdy se jednd o doordinovani nékterych vysetieni od
pacientl a v piipad¢, Ze je v laboratofi material a je vhodny ke zpracovani.

V piipad¢, Ze je v laboratofi material a je vhodny ke zpracovani mize zadatel o vySetfeni
pozadovat dalsi dovysetieni.

Pozadavek je pfijiman od lékafe nebo sestry, nikoli od pacientt (pokud nejsou samoplatci).
V takovém ptipad¢ je pozadavek doplnén do Laboratorni knihy s uvedenim data, zadatele a
pracovnika pfejimajiciho pozadavek. Nebo je pozadavek zaznamenan do seSitu Dopliujici
vySetieni — SvySe uvedenymi nalezitosti — kdy identifikace vzorku je dle pftislusného
laboratorniho deniku.

U cytogenetickych vySetfeni je mozné ptipadnad dovySetfeni pozadovat do 48 hodin od
pfijmu vzorku laboratofi. Na Useku MG lze pozadovat vySetfeni do doby uchovani
biologického materialu (doba uchovani dle informovaného souhlasu).

Laboratof muze vyuzit bunéénou suspenzi uchovanou ve zkumavkach eppendorf — uziva
se vramci cytogenetického vySetieni, vySetfeni FISH nebo molekularné genetického
vySetieni (doba uchovani dle informovaného souhlasu).

7.2.2  PoZadavek na statimovd vySetieni

V ptipad¢, Ze I¢kat ¢1 zadatel o vySetfeni pozaduje urgentni/statimoveé vySetfeni
biologického materidlu, vyuzije stejné zadanky jako pro ostatni bézna vySetfeni a zfetelné je
oznaci ¢ervenym slovem STATIM. Takto oznacena zadanka bude zpracovana a prednostné
odectena.

7.2.3 Kritéria pro piijeti nebo odmitnuti vadnych (koliznich) primdrnich vzorkii

Odmitnout lze:
e 7zadanku s biologickym materidlem, na které chybi nebo jsou necitelné zakladni tidaje a
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nelze je pracovniky laboratote zjistit (povinné dle kapitoly 7.2),

e zadanku nebo odbérovou nadobu znecisténou biologickym materialem,

e nadobu s biologickym materidlem, kde neni zpusob identifikace materialu z hlediska
nezaménitelnosti dostate¢ny (pfijmeni, rok narozeni pacienta) *

e nadobu s biologickym materidlem, kde zjevné doslo k poruseni faze pied vySetfenim
(nedodrzeni doby dodani materialu na zpracovani, Spatné ulozeni vzorku)

e Dbiologicky materidl bez zadanky (bez uvedeni pozadavkii opravnéné osoby)

Poznamka:

*v pripade, Ze se jedna o tézce dostupny material (PVICVS) je vzdy zahdjeno jeho zpracovani,
ale vysledky nejsou wuvolnény, dokud pracovnik odebirajici vzorek nebo vedouci useku
neprevezmou odpoveédnost za jeho identifikaci.

7.24  ReSeni neshod na piijmu

Jedné-li se o nesoulad dodaného materidlu S dokumentaci, ihned se zjist'uji informace se
zadatelem o vySetfeni.

Biologicky material, ktery nelze zpracovat (znehodnocen, nedostatek materialu, poruseni
faze pted vysetienim, neopravnény pozadavek) je zapsan do knihy ,,Neshod*.
Zadatel o vySetfeni je informovan o odmitnuti, obeznamen s diivody a pozadan o novy odbér
materialu (zaznamy jsou uvedeny v Knize neshod).

V piipadé, Ze vzorek neodpovidd pozadavkiim laboratofe (na kvalitu) je uvedeno
v Laboratorni knize — vV pozndmce a pracovnik, ktery vyhodnocuje vysledky, uvede ptipadny
vliv na kone¢ny vysledek v poznamce/komentati.

8 Faze po vySetreni

8.1 Bezpecné odstranovani materiali pouzitych pri odbéru

Veskery material pouzity pii odbéru primarnich vzorkd (vatové tampdény nebo bunicité
ctverce, rukavice) je povazovan za potencionalné infek¢ni, uklada se do nepropustného fadné
oznac¢eného obalu a je likvidovan v souladu s platnou legislativou. Za likvidaci odpovida
pracovnik odebirajici materidl. Ostré materialy (injek¢ni jehly) jsou ukladany do plastovych
uzaviratelnych nadob k tomu urcenych a jsou likvidovany obdobnym zpisobem. Skladovani
laboratornich vzorkii a pouzivaného materialu probiha v souladu s ustanovenimi § vyhlasky 6
MZD &. 440/2000 Sb. ve znéni pozd¢jSich predpisi.

8.2 DodatecCna vySetieni a ¢asovy interval pro jejich pozadovani

Casové rozpéti, ve kterém je mozno pozadovat dodateéné vysetieni:
a) u cytogenetickych vysetfeni do 48 hodin. Laboratof mize vyuzit bunéénou suspenzi
uchovanou ve zkumavkach eppendorf — uziva se v ramci cytogenetického vySetfeni nebo
vysetreni FISH.
b) u molekularn¢ genetickych vysetieni do doby uchovani biologického materialu (dle
informovaného souhlasu).
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Dodatecna vySetfeni nelze provést vzdy. V piipad¢ pozadavku na dodateéné vysetieni
informuje opravnény zadatel laboratof s vyjasnénim pozadavkl na dodate¢né vySetieni.

Zadatel doda kompletni zadanku s pozadavky na dodateéna vysetieni. V piipadé
pozadovanych vySetfeni u materialu, ktery musi byt okamzité po doruceni zpracovan a nelze
jej skladovat (plodova voda, choriova tkan apod.), 1ze n¢ktera dodate¢na vysetieni provést do
doby, nez byl vzorek zpracovan. Ne&ktera dodatena vySetieni lze provést zjiz
nakultivovanych bun¢k, pozadavky na dodate¢na vysetfeni lze v téchto ptipadech dodat po
celou dobu kultivace.

Jedna-li se o vzorky periferni krve, je mozné provést dodatecna vysetifeni z opakované
kultivace, vysledek vsak mize byt ovlivnén dobou skladovanim materialu (VS pracovnik
rozhodne o moznosti provedeni dodatecného vySetfeni).

8.2.1 Opakovani vySetieni nebo dalsi vySetieni stejného primdrniho vzorku.

V piipad¢, Ze je potieba opakovat vySetieni z divodu podezieni na nespravnost vysledku,
je toto opakovani provedeno na naklady laboratofe. Pokud primarni vzorek jiz neni
k dispozici, je zahajena komunikace se Zadatelem vySetfeni, komunikaci zajistuje lékat-
genetik.

8.3 Manipulace a skladovani materialu

Material je neprodlené po odbéru uloZzen do lednice pfi teploté 4-9 °C. Material pro
neinvazivni prenatalni testovani je uchovavan pti pokojové teploté, nejdéle 48 hodin do jeho
zpracovani. Opravnény pracovnik jej pievezme a dopravi do laboratoie ke zpracovani tak, aby
nedoslo k jeho znehodnoceni fyzikalnimi vlivy, pfipadné k ohrozeni fyzickych osob.
V pribéhu jeho zpracovani je materidl uchovavan dle podminek uvedenych v jednotlivych
standardnich postupech pro vysetieni. S materialem je zachazeno v souladu s bezpe¢nosti
prace a ochrany zdravi pracovnika.

8.3.1 Skladovdni pied a v prithbéhu viastniho vySeti‘eni

Material zpracovavany v laboratoti molekularni genetiky je skladovan pied vySetfenim
V lednici pii 4-9 °C. Materidl pro neinvazivni prenatalni testovani je uchovavan pii pokojové
teploté, nejdéle 48 hodin do jeho zpracovani. Odebrané plodové vody (CVS ¢1 potracena tkan)
uréené k vysetfeni karyotypu jsou bezprostiedné po odbéru nasazeny. Plodova voda urcend
k vysetieni FISH je skladovana pted vySetfenim v lednici pii 4-9 °C. Periferni krev urcena
k cytogenetickému vysetieni (karyotyp, FISH) je ulozena taktéz v lednici pii 4-9 °C.
Konkrétni specifika jsou uvedena ve standardnich postupech pro dané vySetieni.

8.3.2 Skladovani po vySetieni

Material (DNA) zpracovavany v laboratotfi molekuldrni genetiky je po vySetfeni skladovan
Vv chladicim zafizeni pfi teploté + - 28°C/+ - 80°C dle informovaného souhlasu. Plna krev pro
izolaci DNA je skladovana do vydani vysledki vySetfeni. Plodova voda/CVS/BC a PER pro
neinvazivni prenat. testovani je zpracovana beze zbytku.

Periferni krev zpracovavana v cytogenetické laboratofi je po vySetieni skladovana v lednici
pti teploté 4-9 °C nejvyse 5 dni. Po vytvofeni preparatu je krev pfemisténa do sbérnych nadob
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uréenych k likvidaci. Plodova voda/CVS je zpracovana beze zbytku. Pti vytvoreni preparati
Vv cytogenetické laboratofi je nevyuzita bunééna suspenze uchovana v eppendorfkach po dobu
1 roku a skladovana v mrazicim zatizeni pii £ - 18 °C.

8.3.3 Likvidace biologického materialu po vySetieni laboratoii

PIna krev zpracovavana v molekularné genetické laboratofi je likvidovana do sbérnych
nadob a likvidovana jako potencionaln¢ infekéni material, plodova voda/CVS/BC a PER pro
neinvazivni prenat. testovani je zpracovana beze zbytku.

Plna krev a material bunééné suspenze je Vv cytogenetické laboratofi likvidovan ve
sbérnych nadobach jako potencionalné infekéni.

9 Wydavani vysledkii a komunikace s laboratori

9.1 Terminy dodani vysledkii

Vzorky jsou pribézné zpracovavany dle pozadovaného vysetieni v potadi, ve kterém jsou
pfijimany do laboratofe. Vzorky oznacené STATIM jsou zpracovavany piednostné. Doba
pozadovaného vysetfeni od pfijeti vzorku do vydani vysledkového listu by pii bézném
provozu neméla ptesahnout ¢asovy interval 4 tydnt (vyjma vySetfeni SP-MG-08, SP-MG-09,
SP-MG-11 — ONKO geny).

9.1.1 Usek molekuldrni genetiky

Molekularné genetické vySetfeni mutaci v genech metodou ,

SP-MG-01 PCR-RELP 2 tydny
MG Molekularné genetické vysetfeni mikrodeleci v azoospermické ,

SP-MG-02 | plasti chromozomu Y (AZFa, AZFb, AZFc) multiplex PCR 2 tydny
SP-MG-03 Moleku}ame .g:enetlcke vySetfeni mutaci v genech metodou 3 tydny

reverzni hybridizace

Molekularné¢ geneticka analyza fluorescenéné znaenych , .
SP-MG-04 fragmentd DNA metodami PCR a kapilarni elektroforézy 5 pracovnich dni
SP-MG-06 ||;A(§)FIQEKU1ame genetické vySetieni v genech metodou Real-Time 2 tydny

Mutacni  analyza/screening gend  metodou  Sangerova

sekvenovani
SP-MG-08 |'grcA1, BRCA2, ONKO, ONKO Plus: 1 rok

- prediktivni testovani a STATIM 3 mésice

Mutacni analyza genli metodou masivné paralelniho

sekvenovani (platforma lllumina)
SP-MG-09 |"'grc a1, BRCA2, ONKO, ONKO Plus: 1 rok

- prediktivni testovani a STATIM 3 mésice
SP-MG-10 Molekularné genetické vysetieni syndromu fragilniho X | 3 tydny
R chromozému (FRAXA) metodou PCR a TP-PCR STATIM 10 pracovnich dnii
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Vysetfeni intragenovych piestaveb metodou MLPA (Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification)
BRCAL, BRCA2, ONKO, ONKO Plus: 1 rok
SP-MG-11 - prediktivni testovani a STATIM 3 mésice
SMN1, SMN2: 3 tydny
STATIM 10 pracovnich dni
SP-MG-12 | Vysetieni piestaveb lidského genomu metodou Array CGH 3 tydny od nasazeni Cipu
SP-MG-13 | Neinvazivni prenatalni vySetfeni (NIPT) metodou masivné | 3 tydny
paralelniho sekvenovani (Illumina) 2 tydny STATIM
SP-MG-14 | Molekularné genetické vysetteni HLA alel asociovanych 300d
k celiakii/lepkové intoleranci SSP-PCR tydny

9.1.2 Usek cytogeneticky

SP-CG-01 | Stanoveni karyotypu z lidskych bun¢k 4 tydny

SP-CG-02 | Vysetfeni biologického materidlu metodou FISH 5 pracovnich dnti

9.2 Informace o formach vydavani vysledki

Laboratof molekularni genetiky v CLG s.r.o. vyuZziva jako zplsob vydavani vysledka tisk
vysledkovych listi ke konkrétnim vySetienim ve formatu Microsoft Word.

Vysledky cytogenetickych vySetfeni jsou zaznamenavany do formulafe ,.Zadanka +
vysledkovy list“. Vysledky musi byt uvedeny citelné a bez piepist. Pied vydanim jsou
vysledky kontrolovany a podepsany opravnénym pracovnikem a lékafem-genetikem.

Tisténé vysledky jsou vlozeny do laboratorniho informacniho systému AMICUS, doplnény
zavéreénym doporucenim lékaie-genetika, zavéreéna zprava je vytiSténa a 1 vyhotoveni
s doporucenim 1ékafe genetika zlstava vcetné vysledkového listu laboratofe v dokumentaci
pacientky, 1 vyhotoveni zpravy doplnéné o klinickou interpretaci lékare genetika je zasilano
na védomi pacientce a 1 vyhotoveni zpravy je zaslano oSettujicimu lékafi.

9.3 Stanoveni varovnych nebo kritickych rozmezi

K jednotlivym vysledkiim vySetfeni jsou stanoveny referen¢ni meze (v ptipad¢, Ze lze) a
hlaseni piekroceni danych mezi zvazi pracovnik vyhodnocujici vysledek dle zavaznosti
nalezu.

Vysledkem vySetfeni je slovni hodnoceni — pozitivni/negativni hodnoceni vzorku nebo
vyjadieni doporuc¢enym nazvoslovim mezinarodni nomenklatury ISCN, HGVS apod.

V ptipadé patologickych nalezii (pozitivnich nalezi) je informovan zadatel o vysetieni,
ktery dale komunikuje s pacientem.

9.4 Zmény vysledku a naleza

Ke zméné vysledkl by nemélo dochédzet. Pokud by k nému doslo je zaznamenan datum a
jméno osoby, ktera zménu dodatecné provedla.
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V ptipad¢, ze laboratof zjisti chybné vydany nalez, komunikuje se zadatelem vzdy vedouci
useku. Zadateli o vysetieni (oSetiujicimu lékafi) je dodan novy vysledkovy list se spravnymi
vysledky.

9.5 Revize Kklasifikaci nalezi a interpretaci vysledki

Interpretace vysledki a nalezi je provadéna s ohledem na soucasné znalosti a védomosti
v cytogenetické, molekularn¢ cytogenetické a molekularné genetické oblasti 1ékarské
genetiky. Laboratof si vyhrazuje pravo provést revize klasifikaci nalezd ¢i interpretaci
vysledku v zavislosti na pokroku ve vyzkumu a sohledem na nové ziskané a upfesiujici
znalosti v dané problematice. O zménach je informovan zadatel o vySetieni (oSetiujici 1ékar)
formou revidovaného vysledkového listu.

9.6 Konzulta¢ni ¢innost laboratore

Informace v souvislosti s vysledky vySetieni podavaji 1ékaii CLG. Kontaktni udaje jsou
uvedeny v kapitole ¢. 2.

9.7 Zpisob reSeni stiZznosti
Ptipadné stiznosti Iékare, pacienta ¢i ostatnich ucastniki je podnétem pro zlepSeni prace v
laboratofich CLG a naSe pracovisté kazdou uplatnénou stiznost proSetfuje. Stiznost lze
podavat na:
- vysledky pozadovanych laboratornich vySetteni;
- zpusob jednani pracovnikti CLG;
- nedodrzeni ujednani vyplyvajicich z uzaviené dohody o provedeni vysetieni a
nedodrzeni dohodnuté Thity.
Stiznost je mozné podat pisemnou formou (postou, faxem, e-mailem) ¢i formou ustni
(telefonicky, osobni jednani). Pokud stiznost neni neprodlen¢ feSena, termin jejiho vyfizeni je
30 pracovnich dnt. Odpoveédny pracovnik zakaznikovi sdéli vysledek Setfeni telefonicky.

9.8 Obecné zasady laboratoi‘e na ochranu osobnich informaci

Laboratot se fidi pravidly a podminkami Obecného nafizeni o ochran€ osobnich udaji
(GDPR). Laboratof naklada s 0sobnimi a citlivymi tdaji pacientt tak, aby nemohlo dojit
k jejich neopravnénému piistupu, zméné neb zneuziti. Obecné zasady pro ochranu osobnich
udajt:
1) Organizacni opatieni:
Osobni a citlivd data pacientll jsou vedena V listinné formé¢ v pfirucnich spisovnéch,
v programu AMICUS a na serveru laboratote.
Listinna forma zaznamu je zabezpecena uzamcenim vstupu do prostor laboratoii a
fizenim vstupu cizich osob. Pro zabezpeceni dat v programu AMICUS maji pracovnici
ptidélena ptistupova prava s ohledem na jejich kompetence. Pracovnici maji ve své
pracovni naplni podepsanou mlcenlivost a jsou Seznameni prokazatelné s vnitinimi
predpisy CLG, ve kterych jsou stanoveny pravidla pro nakladani s osobnimi udaji.
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2) Technicka opatieni:
Technickd opatieni jsou stanovena na Urovni mechanického zabranéni pfistupu
neopravnénych osob do mist, kde je ulozena zdravotnickd dokumentace. Jedna se o
fizeny vstup do laboratofe.
Zdravotnicka dokumentace ulozena v programu AMICUS a na serveru je v dob¢
nepfitomnosti zdravotnického pracovnika chranéna heslem pro vstup do PC a systému
AMICUS. Kazdy pracovnik ma ptidéleny rozsah opravnéni pro piistup do AMICUS.

10 Piilohy

Samostatné prilohy:

Piiloha ¢.1 — Zadanky

1.1 Zadanka na molekuldrné genetické vysetieni

1.2 Zadanka na vysetieni FISH — PCR

1.3 Zadanka na vysetieni karyotypu z PER

14 Zadanka na vysetieni karyotypu z plodové vody
15 Zadanka na vysSetieni karyotypu 7 Choriovych kikii
1.6 | Zadanka na vysetieni ONKO

1.7 | Zadanka na vysetieni ONKO Plus

Ptiloha ¢.2 — Vysledkové listy
Ptiloha ¢.3 — Informované souhlasy
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3.1 Informovany souhlas s vysetienim DNA

3.2 | Informovany souhlas s vySetrenim plodové vody

3.3 | Informovany souhlas s vySetienim choriovych klkii

3.4 | Souhlas vysetrované (zdkonného zdstupce) s neinvazivnim
prenatalnim testem aneuploidii chromozomu 21, 18 a 13
(NIPT Clarigo test)

3.5 Informovany souhlas K vysetieni ONKO

3.6 | Informovany souhlas k vysetreni ONKO Plus
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Zaznam o seznameni

s dokumentem*

Datum:

Ptijmeni (htlkov¢)
a podpis:

Zména 1.
datum-podpis:

Zména 2.
datum-podpis:

Zména 3.
datum-podpis:

* Pracovnik svym podpisem potvrdil, Ze byl s dokumentem seznamen a vzal na védomi pozadavek dodrzovat

piedepsané postupy.
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Evidence zmén

Zména ¢.

Popis zmény

Zpracoval

Platnost od

Str. 26/26

LP




