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1 Uvod

Laboratorni pirucka je dokumentem, ktery ma za ukol informovat Zelgab vySeaeni o
nabidce naSich sluzeb a poskytnout jim zakladrdrince v preanalytické a postanalytické
faze.

Snazili jsme se, aby se stala obecnyiivpdcem naSickinnosti a hlavy, aby poskytla
dostatek pdtbnych informaci laboratornim i ostatnim zdravdipim zangstnaném
z preanalytické, analytické a postanalytické faaeré jsou nutné pro docileni spravného
vysledku analyzy a jeho vyhodnoceni v diagnostické&tebném procesu.

Tato girucka ma napomoci ke zlepSeni komunikace s uzivaaddoratornich sluzeb a
taktéz ke zviditeleni naSi prace.

1.1 Oblast platnosti

Laboratorni pirucka — ,prirucka pro odBr primarnich vzorik® byla vypracovana se
zanmerem unifikovat postupy preanalytické faze (fatedovlastnim provedenim laboratorniho
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vySeteni) a ke zvySeni standardizace a jednotnosti pibstu
Odbér vzorki je nedilnou sotasti uspsre provedeného laboratorniho vyiati.
Laboratorni pirucka je informativnim dokumentem pro |dka (Z&dajici vySéeni),
pacienty a zdravotnicky personali@gava jim zakladni poZzadavky pro édlzorki.
Laboratorni pirucka je sodasti fizené dokumentace, je pravidelraktualizovana a
uzivatelim laboratorniho vyS#ni je poskytnuta v aktualni verzi s platnosti tadschvaleni
na webovych strankach Centra [&{eé genetiky s.r.o. — www.clg.cz.
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2 Zakladni informace o laboratori

Kontaktni udaje

Centrum lékarské genetiky s.r.o.

Novohradska 68/1806

Adresa: 370 08Ceské Budjovice

MUDr. David Cutka

Statutarni zastupce: PhDr. Dagmar utkové

Kontakt: 387 204 618 e-mail: info@clg.cz
Provozni doba ambulanci: Po — Pa: 8,00 — 15,00
(provadéni odbér ) So: dle dohody

Konzultujici I€ékari

MUDr. David Cutka 387 204 618 e-mail: info@clg.cz
MUDr. Milada Lacinova dtto dtto
Laboratoie
Vedouci Laboratore MUDr. David Cutka
Kontakt: 387 204 618 e-mail: info@clg.cz
Vedouci useku CG Ing. Markéta Lyséa
Kontakt: 387 006 423 e-mail: lysa@clg.cz
Vedouci Useku MG Ing. Barbora Kvéova, Ph.D.
Kontakt: 387 006 424 e-mail: kvacova@clg.cz
Manazer kvality Ing. Barbora Kvéova, Ph.D.
Kontakt: 387 006 424 e-mail: kvacova@clg.cz
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3 Spektrum nabizenych sluzeb a seznam laboratornichygetreni
3.1 Seznam laboratornich vySdteni

VysSetireni v rozsahu akreditace

SP-CG-01| Cytogenetické stanoveni karyotypu z lidekyurgk

SP-CG-02 | Vyseéeni biologického materialu metodou FISH

SP-MG-01| Molekularégenetické vySeéeni mutaci v genech metodou PCR-RFLP

Molekularre genetické vySéeni mikrodeleci v azoospermické oblasti chromozdmu

SP-MG-02| (AzFa, AZFb, AZFcmuitiplex PCR

SP-MG-03 | Molekularégenetické vySéeni mutaci v genech metodou reverzni hybridizace.

Molekularre geneticka analyza fluoresaew znatenych fragmerit DNA metodami PCR a

SP-MG-04 kapilarni elektroforéz

SP-MG-06 | Molekularé genetické vySéeni mutaci v genech metodou Real-Time PCR

SP-MG-08 | Mutani analyza/screening gémetodou Sangerova sekvenovani

SP-MG-09 | Mutani analyza gelnmetodou masivhparalelniho sekvenovani *

Molekularre genetické vySéeni syndromu fragilniho X chromozomeRAXA metodou

SP-MG-10 PCR a T-PCF

VySeteni intragenovychigstaveb metodou MLPA (Multiplex Ligation-Depend@nbbe

SP-MG-11 Amplification)

SP-MG-12 | VySeeni gestaveb lidského genomu metodou Array CGH

SP-MG-13 | Neinvazivni prenatalni vy&i (NIPT) metodou masi¥rparalelniho sekvenovani

Molekularre genetické vySeéeni HLA alel asociovanych k celiakii/lepkové
SP-MG-14 | . )
intoleranci metodou S¢-PCF

*ONKO solution: ABRAXAS1, APC, ATM, BAP1, BARD1, BLM, BMPR1A, BRGRCA2, BRIP1, CDH1, CDKA4,
CDKN2A, CDKN2B, CHEK2, EPCAM, ERCC2, ERCC3, FANCC, FANCM, FH, FLGXB13, KIT, MEN1, MET,
MLH1, MLH3, MRE11 (MRE11A), MSH2, MSH6, MUTYH, NBN1NRF2, PALB2, PIK3CA, PMS2, PMS2CL, POLD1,
POLE, PRKAR1A, PRSS1, PTEN, PTCH1, RAD50, RAD51C, RADRB1, RECQL, RECQL4, RET, SDHB, SLX4,
SMAD4, SMARCB1, SPINK1, STK11, SUFU, TP53, TSC1, M2 WRN, WT1, XRCC2

CLG Carrier Screen panéhCADM, ACADS, ACADVL, ADGRV1(GPR98), AGL, ALDOB, AlAR, ARG1, ARSA, ASL,
ASPA, ASS1, ATM, ATP7B, BCKDHA, BCKDHB, CBS, CDH23, CELR3, CNGB3, COL4A5, CPT1A, CPT2, CTNS,
CYP17A1, DBT, DHCRY7, F2, F5, FAH, FSHR, G6PC1, GAA, TG GBA, GCDH, GJB2, GLA, GLB1, GLDC, GNPTAB,
HADHA, HBB, HEXA, CHRNE, IDUA, IL2RG, IVD, MCCC1, MCCMEFV, MTM1, MYOT7A, NBN, NPC1, NPC2, OPAL1,
OTC, PAH, PCDH15, PEX1, PEX10, PEX12, PEX13, PEXEX18, PEX2, PEX7, PKD1, PKD2, PKHD1, PMM2, POR,
RAPSN, SERPINA1(c.1096G>A), SGSH, SLC22A5, SLC25ACRQ684, SMN1, SMN2, SMPD1, TGM1, TPP1, USH1C,
USH2A

Laboratd@ méa zavedeny flexibilni rozsah akreditace, kteryyjenaen na Filoze Os¥dceni o
akreditaci na webovych strankach www.clg.cz/Akrackt, kde jsou poskytnuty i informace o
zmenach.
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VysSetireni mimo rozsah akreditace

SF-CG-05 | Stanoveni orientaiho spermiogran

SF-MG-15 | VySefeni grestaveb lidského genomu u embryi metodou Array (

3.2 Usek molekularni genetiky

3.2.1 Izolace a uchovavani vzorkDNA
Prvnim krokem molekulaingenetickych metod je izolace DNA &znych biologickych
materiati. 1zolace DNA je provatha za pomoci komeéné vyrakenych izol&nich kiti nebo
pomoci poloautomatického izolatoru a je Zéema na:
a) izolace DNA z periferni krve;
b) izolace cfDNA z krevni plazmy;
c) izolace DNA z nekultivovanych begk plodové vody;
d) izolace DNA z kultivovanych bék plodové vody;
e) izolace DNA z choriovych kik(CVS);
f) izolace DNA z bugk bukalni sliznice (BC);
g) izolace DNA z tkad& potracenych plai

3.2.2 Molekularné genetické vyséeni mutaci v genech metodou PCR-RFLP a Real-Time
PCR — trombofilni stavy
VysSeteni trombofilnich stavje zangfeno na odhaleni muta€®/ Leiden (G1691A)
v genu pro koagutmi faktor V, mutace G20210A v genu pro koagualafaktor 1l a mutaci
C677T a A1298C v genu pro methylentetrahydrofottuktazu MTHFR). Pro testaci je
pouzivana amplifikace s naslednym resikn SEpenim anebo kvantitativni PCR
s vyhodnocenim v reélnégase.

3.2.3 Molekularné genetické vyséeni mikrodeleci azoospermické oblasti chromozému Y
(AZFa, AZFb, AZFc) multiplex PCR

Diagnostické testovani mikrodeleciAZF oblasti je provagho PCR amplifikacemi
pomoci STS primé: Analyzovany jsou vzdy dva STS lokusy v kazdéF oblasti. Pro
multiplex PCR jsou pouzivany nasledujici STS priné&ZFa oblast (sY84, sY86)AZFb
oblast (sY127, sY134) AZFcoblast (sY254, sY255). Do analyzy byl dale zahgenSRYa
genZFXIZFY.

3.2.4 Molekularné genetické vySéeni mutaci v genech metodou reverzni hybridizace —
gen CFTR pro cystickou fibrozu

K vySeteni mutaci v gentlCFTR je v sokasné dob pouzivan kit CF StripAssay
vyrakeny firmou Viennalab.
Pomoci zmi#gného kitu je vySébvano celkem 34 mutaci v geniCFTR
CFTRdel2,3(21kb), 1507del (-ATC), F508del (-CTTY1T7-1G >A, G542X, G551D, R553X,
R560T, 2143delT, 2183AA>G, 2184delA, 2184insA, 2¥8G>A, R1162X, 3659delC,
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3905insT, W1282X, N1303K, G85E, 394delTT, R117H,22X, 621+1G>T, 711+1G>T,
1078delT, R334W, R347H, R347P, A455E, 1898+1G>A201UG>A, 3272-26A>G,
Y1092X, 3849+10kbC>T. Déle je odhalen intragenoweyymorfismus Tn variant (5T, 7T,
9T) vintronu 8, kdy je identifikovana hometr heterozygotni fitomnost nebo absence 5T
alely souvisejici s CBAVD (congenital bilateral ebse of the vas deferens).

K vySeteni mutaci v genCFTRjsou pouZzivany kity Amplificatio®©FTRKkit, INNO-

LiPA CFTRL9 a INNO-LIPACFTRL7+Tn Update vyramé firmou INNOGENETICS.
Pomoci zmidénych kiti je vySetovano celkem 36 mutaci v ge@FTR F508del, G542X,
N1303K, W1282X, G551D, 1717-36A, R553X, CFTRdele2,3(21kb), 1507del,
711+1G-T, 3272-26A-G, 3905insT, R560T, 1898+1GA, S1251N, 1148T, 3199del6,

3120+1G~A a Q552X. 621+1G-T, 3849+10kbC->T, 2183AA-G, 394delTT,
2789+5G~A, R1162X, 3659delC, R117H, R334W, R347P, GS85E, 8tlefr, A455E,
2143delT, E60X, 2184delA a 711+56A. Dale je odhalen intragenovy polymorfismus Tn
variant (5T, 7T, 9T) vintronu 9, kdy je identifikdna homo-<i heterozygotni fitomnost
nebo absence 5T alely souvisejici s CBAVD (congénitilateral absence of the vas
deferens).

K vySeteni mutaci v gentCFTR a zejména stanoveni ¢gia TG repetic u potenci&in
patogenni varianty 5T je pouzivan postup mimo rozsaeditace. Varianta poly-T regionu
CFTRgenu 5T je variantou s variabilni klinickou kongekci. Alela 5T v 90 % znembidje
normalni sesth exonu 10. Dsledkem je pak chyimi exonem 10 kédovanéasti CFTR
proteinu.

3.3.5. MolekularF genetickd analyza fluorescéné znafenych fragmené DNA
metodami PCR a kapiléarni elektroforézy

VySeteni Amnio PCR je rychlou diagnostickou metodou duiiiei obec zndmé
chromozomalni abnormality (aneuploidie chromo#oh3, 18, 21, X a Y) vyuZivajici PCR

techniku. K vySeeni aneuploidii chromozaiml5, 16, 22 je pouzivan postup mimo rozsah
akreditace.

3.3.6. MolekularF genetické vyséeni HLA alel asociovanych k celiakii/lepkové
intoleranci metodou SSP-PCR

Celiakie/lepkova intolerance je chronické celozniotonemoc#ni, charakterizované
trvalou nesnasenlivosti lepku (glutenu). Vyskytgeloswtovy, s vyraznymi regionalnimi
rozdily a v naSi gedoevropské oblasti je udavanéfmn 1:200 — 300. Dokladem genetické
dispozice je autozomalnidi¢nost s neuplnou penetranci. Eluznych 1. stuphse celiakie
vyskytuje v 8-18%, u jednovajeych dvogat v 70%.

Celiakie e multifaktorialni  onemoéni  asociované s alelami HLA-DQ2
(DQA1*05/DQA1*02:01/DQB1*02), HLA-DQ8 (DQA1*0301/D®1*0302). Exprese
zmirénych alel je nezbytna, ne vSak dostatek propuknuti celiakie,ipdpoklada se pouze
asi 50% vliv genetické sloZzky na vzniku celiakilADQ?2 alela je exprimovana witsiny
osob trpici celiakiiX90%), DQ8 alela poté asi u 8%.
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3.3.7 Mutani analyza/screening gehmetodou Sangerova sekvenovani — BRCA1, BRCA2,
ONKO solution, CLG Carrier Screen panel

Pfimé sekvenovani DNA patjiz fadu let ke standardnim postimp pouzivanych i
molekularié genetické diagnosticeidicnych chorobZ molekularnich analyz je jeho néjgi
vyhodou moznost zachytit a identifikovat mutaci go@dnou za onemoeni u postizenych
jedinal a ve sledované rodin Podminkou této metody je vSak znalost lokalizgeau a
znalost jeho standardni/refetain sekvence. Mutai analyza zahrnuje namnozeni kddujicich
genovych sekvenci a naslednou charakterizaci gehowajteraci fmym sekvenovanim
produkti PCR.

Sangerovym sekvenovanim jsou dale mimo rozsah i&eedowiovany nalezené varianty
v ramci vySeteni ONKO solution a CLG Carrier Screen pan®d®CAla BRCA2— v ramci
rozsahu akreditace).

3.3.8 Muta’ni analyza geri metodou masivé paralelniho sekvenovani — ONKO solution,
CLG Carrier Screen panel

Mutatni analyzy gef, provagné standardnimi metodamii{mé sekvenovani a dalSi) jsou
technicky ¢asow i financné velmi nar@né. Sekvenovani nové generace ("next-generation
sequencing”, NGS) je revalni technologie, ktera poskytuje levné, spravné rasmé
informace o genomické sekvenci. Umaje paralelni sekvenovani multipfexiznych DNA
fragmenti. Kombinace metody multiplex PCR (amplifikace sfiekych cilovych sekvenci) s
naslednym resekvenovanim za vyuziti platformy firfdymina umo#uje resekvenovat a
charakterizovat Siroké spektrum genebo oblasti gén zodpo¥dnych nebo podilejicich se
na genetickych onemoénich, a to u mnoha paciénsowasré. Tento metodicky postup
umoziuje vysoce vykonné a finan¢ efektivni sekvenovani,iimasi ve vyrazé kratSi dok
spravné afesné vysledky o velmi vysoké vypovidaci hodnot
Systém lllumina NextSeq® kombinuje @skkenou technologii Sequencing by synthesis
(SBS), ktera umatije generovani klust&r sekvenovani a analyzu dat na jedinéistji.

Sekvenani technologii jakou je masi¢nparalelni sekvenovani je mozné testovani
sekvenci desitek az stovek @esowasré, coz umo#uje testovani znamych, vysoce
rizikovych i potenciondlérizikovych geri.

Sekvenanim panelem ONKO solutiaralozenym na principu metody cileného obohaceni
(Target Enrichment s vyuzitim exon proximalnich done analyzovano v jednom
sekvenanim bihu 65 gefll asociujicich k hereditarnim nadorovym onendodm.
Sekvenani panel umoiuje analyzu germinalnich mutaci v hlavnich predigpoch genech,

u kterych byla jashprokazana asociace s nadorovou hereditou, a me&apeasociovanych ke
zvySenému riziku, u nichZ asociace s nadorovymir@egenimi je mér znama.

ONKO solution: ABRAXAS1, APC, ATM, BAP1, BARD1, BLM, BMPR1A, BRCA1l
BRCAZ2, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKNZ2A, CDKN2B, CHEK2,CARM, ERCC2, ERCCS,
FANCC, FANCM, FH, FLCN, HOXB13, KIT, MEN1, MET, MLHMLH3, MRE1l
(MRE11A), MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, NF1, NF2, PALBIK3CA, PMS2, PMS2CL,
POLD1, POLE, PRKAR1A, PRSS1, PTEN, PTCH1, RAD5M5RAE, RAD51D, RB1,
RECQL, RECQL4, RET, SDHB, SLX4, SMAD4, SMARCBNKIRISTK11, SUFU, TP53,
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TSC1, TSC2, VHL, WRN, WT1, XRCC2.

V ramci tohoto vySéeni je se souhlasem pacienta pra@véduchovani jeho genetického
materialu v bance Centra z&elem eventualniho poZgdiho dovySedeni v zavislosti na
pokroku ve vyzkumu v této oblasti.

Sekvenanim panelem CLG Carrier Screen zaloZzenym taktédrimgipu metody cileného
obohaceni (Target Enrichment s vyuzitim exon pr@mich sond) je analyzovano v jednom
sekvenanim bihu az 106 geh asociujicich k népsgji se vyskytujicim vaznym fevazr
autozomala recesiveé dédicnym a X-vazanym monogennim onemeétim. Sekvenéni
panel umoi#uje analyzu germinalnich mutaci v genech zodgoych nap. za rozvoj
cystické fibrozy, spinalni muskularni atrofie, veo2 poruchy sluchu, metabolickych poruch
a dalSich onemoeni. Test je roz$én o testovani genovych variant trombofilniho puoé
odezvy na hormonalni stimulaci. Jedna se o pakéeygekoncefni testovani, jehoz hlavnim
cilem je posouzeni reprodtrkho rizika narozeni potomka se zavaznym onerraom

CLG Carrier Screen panel: ACADM, ACADS, ACADVL, ADGRV1(GPR98), AGL,
ALDOB, ALPL, AR, ARG1, ARSA, ASL, ASPA, ASS1, ATM7B, BCKDHA, BCKDHB,
CBS, CDH23, CFTR, CLN3, CNGB3, COL4A5, CPT1A, CROENS, CYP17A1, DBT,
DHCRY7, F2, F5, FAH, FSHR, G6PC1, GAA, GALT, GBA,DGEC GJB2, GLA, GLB1,
GLDC, GNPTAB, HADHA, HBB, HEXA, CHRNE, IDUA, IL2R&D, MCCC1, MCCC2,
MEFV, MTM1, MYO7A, NBN, NPC1, NPC2, OPA1, OTC, PREGDH15, PEX1, PEX10,
PEX12, PEX13, PEX14, PEX16, PEX2, PEX7, PKD1, PKIXHD1, PMM2, POR, RAPSN,
SERPINA1(c.1096G>A), SGSH, SLC22A5, SLC25A20, A4L26MN1, SMN2, SMPD1,
TGM1, TPP1, USH1C, USH2A.

3.3.9 Molekularrg genetické vySéeni syndromu fragilniho X chromozomu (FRAXA)
metodou PCR a TP-PCR

Syndrom fragilniho X chromozom#RAXA Martin-Bell syndrom) je X vazané&dicne
onemocgni, které je v naprosté étsiné pripadi zpisobeno expanzi CGG repetitivni
sekvence, nachazejici se v 5teipadané oblastFMR1 genu (Xg27.3). Projevuje se
mentélni retardaci spojené s dysmorfickymi rysenkni jsou pedevsim vysokéelo, uzky
protazeny obliej, vyrazna brada, velké odstavajici usi a u inmakroorchidizmusCasto
jsou pozorovany poruchy chovani zahrnujici hypévialita autizmus. Onemoeéni se niize
vlivem lyonizace X chromozému projevit také u Zési jedna fetina Zen nesouci plnou
mutaci ma mirnou neboistini mentalni retardaci. Incidence tohoto onersoicje uvadna
jako 1:3000 — 1:5000 u maz

Laboratd vyuziva komefni diagnosticky kit, ktery je den k diagnostice syndromu
fragilniho X a syndrorin s nim asociovanych, jako nag remor-ataxie syndrom (FX-TAS) a
primérni ovarialni insuficience (FX-POI).

3.3.10 Vyséeni intragenovych pestaveb metodou MLPA (Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification) — BRCAL1, BRCA2, SMN1 a SMN2,NBO solution, CLG Carrier
Screen panel

Patogenni mutace v gemRCAL jsou nefastjSi monogen& podmirgnou gicinou
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hereditarni formy né&doru prsu a ovaria. Zachyt gabmich mutaci u vysoce rizikovych
pacienti zavisi kron& prisnosti vykrovych kritérii také na zvolenych postupech moléakad
genetického vyse&gni. Jednou z moznosti podhodnoceni zachytu u eysaikovych rodin
muze byt gitomnost intragenovéhorgskupeni, které nelze detekovat v ramci standaodnih
screeningu zaloZzeného pouze na PCR metodach. Wevysnkovych jeding je k tomuto
screeningu vhodné adit také vySéeni umodujici detekci velkych genomickych
deleci/duplikaci zahrnujicich celé exony genu.

Podle uddj z literatury se mnozstvi nalezenych genovytéstaveb \BRCAla BRCA2
genu v tiznych populacich zra¢ 1iSi. Zachyt se pohybuje v rozmezi ~10% z celkavéh
poctu detekovanych mutaci ¥ahto genech a detekovan&egkupeni jsokasto populéné
specificka.

SMA je po Duchennaysvalové dystrofii druhé n&gsgjsi neuromuskularni onemaoani,
je to také druha n&pstjSi pricina umrtnosti kojent na autozomakhrecesivni onemocni.
Tato choroba postihujergdni rohy misni dasto i motoricka jadra hlavovych nérwPeriferni
nervy ani cerebrospinalni drahy nejsou postiZzengjeRuje se pedevsSim vyraznou svalovou
hypotonii s hypo — az areflexii k&gtin, svalovou hypotrofii az atrofii a fascikuladgazyka.
Patogeneze ani kauzalni terapie SMA doposud neaman diagnostika je zaloZena na
molekularg-genetickém vyséeni. V 95 % proximalnich forem SMA byla prokazana
kauzalni mutace 8MNgenu na chromozomu 5q13.

SteZejni roli zde hraji dva sekvém vysoce podobné gengMN1a SMNZ2 lokalizované na
chromozomu 5q13. Oba dva geny koduji stejny protifiSi se pouze @wma single-
nukleotidovymi rozdily: jeden se nachazi v exonua7druhy v exonu 8. Tento single-
nukleotidovy rozdil ma vliv na sé8t mRNA a ve vysledku je geBMN2 efektivni pouze
Z 10-15% v produkci furdniho SMNproteinu v porovnani s geneaivN1

Vice nez 95% paciemtpostizenych SMA maji homozygotni deleci alesgxonu 7 genu
SMN1 Naprosta #tSina nositel SMA mize byt identifikovana fitomnosti pouze jedné
kopie exonu 7SMN1genu. Poet kopii SMN2genu je velmi variabilni. Jedinci, kienesou
ol¢ kopie tohoto genu jsou v obecné populaci zastdupenze v rozmezi 60-70%. Za
podminky, Ze je fitomna alespi jedna kopieSMN1genu, Uplna absen&VIN2genu nema
Zzadné klinické dopady na jedince.cBbkopii SMN2genu hraje velmi vyznamnou roli pro
pacienty postizené SMACim vice kopii pacient nese, tim jgekdvana mé&hagresivni forma
onemocgni.

Metodou MLPA jsou dale mimo rozsah akreditacesfovany rozsahlé intragenové
piestavby nalezené v ramci vy&eti ONKO solution a CLG Carrier Screen pan&8RCAla
BRCA2 SMN1aSMN2- v ramci rozsahu akreditace).

3.3.11 VySea€ni prestaveb lidskeho genomu metodou Array CGH

Principem metody je komparativni genomova hybedeza telem vySeteni mikrodeleci
a mikroduplikaci v celém genomu.

3.3.12 Neinvazivni prenatalni vygeni (NIPT) metodou masiwparalelniho sekvenovani

Sekvenovani nové generace ("next-generation semggnblGS) je revolani technologie,
ktera poskytuje levné, spravné i@gné informace o genomické sekvenci. Unuje paralelni
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sekvenovani multiplax raiznych DNA fragment. Kombinace metody multiplex PCR
(amplifikace specifickych cilovych sekvenci) s mélslym resekvenovanim za vyuziti
platformy firmy Illumina umo#uje resekvenovat a charakterizovat Siroké spektgemi
nebo oblasti g&n zodpo¥dnych nebo podilejicich se na genetickych onerrtdch, a to u
mnoha pacierit sowasré. Tento metodicky postup umiazje vysoce vykonné a finang
efektivni sekvenovani,imasi ve vyrazé kratSi dok spravné a igsné vysledky o velmi
vysoké vypovidaci hodn&t Systém lllumina MiSeq®, NextSeq® a dalSi kombénuj
oswdéenou technologii Sequencing by synthesis (SBSjakienozuje generovani klustéy
sekvenovani a analyzu dat na jedinéistpoji.

Neinvazivni prenatalni testovani (NIPT) je dami technikou vyuZivajici masivni
paralelni nebo cilené sekvenovani volné fetalni DMFONA) z krve thotné Zeny pro
piesnou detekci chromozomalnich vad u plodu asuoé gravidit.

TRISOMY testy pomoci celogenomové analyzy volné fetalni DNA s
bioinformatickych a biostatistickych metod umaoj identifikovat nefasgjSi paietni
odchylky — trizomie chromozoinl1l3 (Patatv syndrom), 18 (Edwards syndrom) a 21
(Downav syndrom), poetni odchylky pohlavnich chromozdnzodpowdnych za Turndiv
syndrom, Klinefeltekv syndrom, XYY a XXX syndrom a chyhi/delece u vybranych oblasti
chromozond 1, 4, 5, 15 a 22 (zodp&dnych za syndrom delece 1p36, Wolf-Hirschiiarn
syndrom — 4p16.3, Cri-du-chat syndrom — 5p15, Piadiiho a Angelmariv syndrom — 15911 a
DiGeorgiv syndrom — 22g11) u plodu.

TRISOMY test: testovani aneuploidii chromozdr3, 18, 21.

TRISOMY test XY: testovani aneuploidii chromozérh3, 18, 21, X, Y.

TRISOMY test +: testovani aneuploidii chromozdm3, 18, 21, X, Y a vybranych oblasti
chromozoni 1, 4, 5, 15 a 22 Zsobujici 1p36 deletion syndrom, Wolf-Hirschhorn dsom,
Cri-du-chat syndrom, Prader-Willi syndrom, Angelnsymdrom and DiGeorge syndrom.

3.3 Usek cytogenetiky
3.3.1 Chromozomalni vyséeni
Slouzi k uteni karyotypu klasickymi cytogenetickymi metodamiliesorescerini in situ
hybridizaci. VySeteni je mozno provad z:
- Z plodové vody/CVS.
- Z periferni krve.
- Z tkare potracenych ploi
Ucelem vySaieni je stanoveni getnich, strukturnich,ifpadré ziskanych
chromozomalnich aberaci. V souvislosti s rozvojeaiSidh diagnostickych metod neni
standarda leéka‘em poZzadovano u plodovych vod vygel karyotypu. Karyotyp stanovujeme
na zaklad pozadavku lék@& nebo laborate v gipad, Ze toto vySéeni je potebné pro
progndzu gravidityi pro informace k zawe¢né konzultaci pacienta. V ostatnichigadech je
odker plodové vody zacilen na ziskani dostagho mnoZstvi materidlu k jinym vygenim.
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4 Prohlaseni o souhlasu

Nékteré odiry pro laboratorni vyS&gni provadna v ramci CLG pdt mezi invazivni a
lékar odebirajici material je povinen informovat pacjeatpdidit pisemny souhlas o tomto
informovani. Pacient je vZzdy sezndmencslém, povahou a tdledkem provéaghého
vySeteni.

Svym podpisem stvrzuje, Ze souhlasi séeim a pipadnym uchovavanim odebraného
genetického materiélu (je vzdy uvedeno v inform@rarsouhlasu).

Formulare pro informované souhlasy(INFO souhlasy k dispozici na vyzadani)
» Informovany souhlas k odkEru vzorku DNA
» Informovany souhlas k odlEru plodové vody
» Informovany souhlas k odi#ru krve, uchovani DNA a s molekularré genetickym
vySefenim ONKO solution

* Pouweni a souhlas vySé&bvané (zakonného zastupce) s neinvazivnim prenatémn
testovanim testem aneuploidii (NIPT TRISOMY testy)

Soutasti informovaného souhlasu jsou pokyny pro pagjekteré obsahuji informace
souvisejici s fipravou pacientaipd odiErem vzork.

5 Manual pro odbér priméarnich vzork @

V této kapitole jsou uvedeny poZzadavky a pokgry odiEr zpracovavanych biologickych
materiai — dopor@ené odbrové nadoby, minimalni odebirané mnozstvi, poZagava
transport a ipadné zvlastni kasovani odéru. Za dodrzeni stanovenych pravidel &dba
transportu primarniho vzorku odpovida zdravotnické&izeni, které vzorek odesila
k vySeteni.

Prijem veSkerého materialu se provadi v ambulatésti CLG a za primarni kontrolu
kvality vzorki a dokumentace odpovidaji pracovnici ambulatésti CLG. Odbr plodové
vody a choriovych klk je provadn pouze na pracovisti CLG pagquichozim objednani
pacienta.

Laboratd identifikovala mozna rizika spojena sc¢pé® pacienta v jednotlivych fazich
laboratorniho procesu gl vySetenim, Ehem & i po jeho provedeni. Tato rizika jsou
systematicky analyzovana a minimalizovana v co y&jv mozné niie. Zbyla rizika, ktera
mohou vyznamé& ovlivnit provedeni laboratornich téshebo interpretaci jejich vysledk
jsou uvedenaijmo na vysledkovém listu.

5.1 Zakladni informace pro odbér primarniho vzorku v éetné zvlastniho
nacasovani

Klinické informace
Duvodem odbBru plodové vody je pozadavek na chromozomalni vggétburk plodu
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z amniocyt, stanoveni hladiny alfafetoproteinu, popySeteni jednotlivych gelh Odbksr se
provadi nejastji mezi 16.-18. tydnem gravidity, Ize ho vSak prswgiz od 14. tydne
gravidity. Odkgr se provadi i v pozg8ich tydnech gravidity, zde je geba brat v Gvahu, Ze
preruseni ¢hotenstvi z dvodu poskozeni plodu je az na vyjimky povoleno modn konce
24. tydne thotenstvi.

Terminy dodani vysledk se vztahuji na diny provoz laborai@. Terminy kultivace
preparai se pohybuje mezi 10-20 dny podle mnozstvi a typniecyti. Jedna se o invazivni
vySeteni, proto musi byt uveden jasngvdd k provedeni amniocentézy. iy se zdinaji
kultivovat v den odéru, kultivace a vyhodnoceni vysledku trva cca 4nggd™i odberu je
tedy poteba pditat s dostataou Ihitou na kultivaci a zpracovani vzorku. Yigpac vyuziti
metody FISH jsou vysledky k dispozici do 5 praceyndni. Vysledky vySateni Amnio
PCR/QF PCR jsou k dispozici do 5 pracovnicli.dPro odr krve matky, pip. otce, utené
k porovnani s vysledkem vy$ehi Amnio PCR/QF PCR plodu, je nutna informace, géia
nepodstoupil urtlé oplodréni s vyuzitim darcovstvi oodyti spermatu.

Chromozomalni vyS&tni z krve se provadi zlicich se budk T-lymfocti stimulovanych
phytohaemaglutininem. Nelze odebirat pacientowjeéna novorozenci krev po inflzi a uz
vabec po transfazi (do 3 #aiai po vykonu)i transplantaci kostnitdre (vysledkem zkousky
by byl karyotyp darce a ne pacienta). Vysledek tig$e je k dispozici do 4 tydn v piipads
statimového pozadavku do 3 tydn

Periferni krev/siry z bukélnich sliznic jsou dale odebirany wodu molekulars
genetického vyS&tni jednotlivych gein Vzorek krve nelze odebirat pacientovi a zejména
novorozenci po infazi a uzibec ne po transfizi (do 3&sial po vykonu)éi transplantaci
kostni ders. Vysledek vySéeni je k dispozici do 3 tydn(individualre podle vyseateni),

v piipadt statimového pozadavku za 5/10 pracovnich dn

Odker periferni krve za &elem separace krevni plazmycemé k NIPT vySéeni nelze
realizovat z nasledujicichtdodi: chromozomalni aberace matky, mozaicizmu u plodu,
chimérizmu, vicéetného &hotenstvi (s vyjimkou dvaietného &hotenstvi u zakladniho
TRISOMY testu), syndromu mizejiciho dweje, absolvovani transfluze krve, imunoterapii,
terapii kmenovymi bilkami, transplantadii radiaini terapii (ninimalni odstup 6 mésiai),
BMI teéhotné Zeny nad >35.f&d odkrem je doportiovan dostainy pitny rezim a
minimalne den ged planovanym odibem stidma strava se snizenym obsahemituk
v potravinach. Vysledek vydeni je k dispozici do 3 tydn v pripact statimového pozadavku
za 2 tydny.

5.2 Vlastni odbér véetné minimalniho mnozstvi

5.2.1 Odkéroveé nadoby

Material musi byt dodavan do labor&ove sterilnich odisovych nadobach nebo
zkumavkach, pokud mozno na jedno pouZiti.

Plodova voda a chorium jsou odebirany do kudtiveh nadobek nebo sterilnich
zkumavek. Pro odiv periferni krve doportujeme uzivat uzaeny vakuovy systém s barevn
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rozliSenymi zkumavkami s vhodnymi konzervanty.

Doporwené odbrové systémy, minimatnkonzervéni latky, jsou:
> plodova voda
- zkumavky Vacuette - Zluté dko. OdlEr do zkumavek bez konzerrd 1atky;
» periferni krev
- chromozomalni vyS&gni:
- zkumavky Vacuette — zelen&ko (naph lithium heparin);
- molekularrt genetické vySéeni:
- zkumavky Vacuette — fialové 8ko (ndph K:EDTA);
- neinvazivni prenatdlni testovani:
- zkumavky STRECK
» tkan potracenych plodi
- zkumavka s mediem nebo s fyziologickym roztokem;
» choriové klky
- zkumavky Vacuette 9 ml — zelengkwgi(ndph sodium heparin)
> buriky bukalni sliznice
- nylonové sterilni tampony

Pri odkeéru je nutné vzdy odivové nadoby vhodh ozna&it (dle uvedenych pravidel).
Zamezit moznosti zagny a kontaminace biologického materialu! Je-li dodaateridl
v transportni nadobce, ktera je zéotisnina, neniZze byt takovy vzorek dale zpracovavan.
Cela odBrova nadobka i s biologickym materialem je likvidma v souladu stedpisy o
likvidaci infekéniho materialu.

Odber provedeny nestandardnim postupem je nutno skecit na Zadance o vyseni.

5.2.2 Odkér plodové vody — amniocentéza

Vlastni odlér se provadi na specializovaném pracovisti véooleem séle odbogn
proskolenym personalem pod kontrolou ultrazvukemy,reedosSlo k porami plodu.

K chromozomalnimu vysigni karyotypu z buik plodové vody je péeba ziskat 15-20 ml
plodové vody, ktera je jiz ip odbeéru rozdtlena do dvou sterilnich zkumavek fadre
oznaena. Pokud je pozadovano vygei metodami FISHiI Amnio PCR je odebrano o 2-5
ml vice.

Pri vlastnim odBru je pod kontrolou ultrazvuku proveden vpich ddtimy biisSni za
pomoci jehly o pitméru 0,9 mm s mandrenem. Nejprve je odsato cca llodopé vody,
ktera neni pouzita pro kultivaci. Timto ukonem g@rezena mozna kontaminace materialem
pochazejicim od matky, ktery by mohl zkreslit viidk. Teprve poté je odebrano jmiiné
mnoZstvi pro vySéeni. Minimalni odebrané mnozstvi peitné pro vyséeni je 10 ml,
optimum 15-20 ml.
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V piipadt, Ze plodova voda je odebrana na jiném pracovézivnCLG, je pi transportu do
laboratde vhodné uZzivat transportni nadobu —inggermotasku” nebo ,termosku”. Transport
do laboratte je nutno zajistit v co nejkratSi dfbnejpozdji do 24 hodin. Material je
doprovazertadre vyplnénou Zadankou o vySeini.

5.2.3 Odker periferni krve

Odker periferni krve na cytogenetické i molekul&rgenetické vySéeni nevyzaduje
Zzadnou specialniffpravu pacienta. Pacientkanted odlirem pro neinvazivni prenatalni
testovani je dopotwwvan dostaty pitny rezim a omezenyiijpem twnych jidel. Dale,
v piipadech, kdy je pacientkacEna nizkomolekularnim heparinem (LMWH) se dogaje
provést odbr krve €sne pred planovanym podanim dalSi davky LMWH.

Krev je odebirana z periferni Zily v loketni jameza pouZziti uzakeného vakuového
systému Vacuteiner s bare@vrozliSenymi zkumavkami siznymi protisrédzlivymi pisadami.
Pro odlgr na cytogenetické vySeni je pouzivana zkumavka se zelenym gem (heparin),
pro molekulars genetické s uz&em fialovym (KKEDTA). Pro neinvazivni prenatalni
testovani vakueta STRECK.

PazZe pacienta je vainpoloZzena, dezinfikovana (dezintgk latka bez obsahu jodu —
negativré ovliviuje kultivaci) a po stabilizaci polohy Zily je preden vpich s nastavcem, do
n¢hozZ je vloZzena zkumavka. Bezpi@sire po odiru je nutné zkumavku s krviakladne
promichat, aby bylo zabrémo tvork® srazenin. Rana po vpichu jgefepena naplasti a
pacient si tiskne misto vpichu (cca 2-5 minut).

Optimalni odebrané mnozstvi je 4-5 ml krve, minmy&iSak 2 ml (nap u malych dti).
Odebrand krev je uchovavana v lednidi, teplo& 2—8 °C. Je nutné zabranit zmrznuti nebo
piehati krve, aby se zachovaly zivéiy pro jejich kultivaci. Material pro neinvazivni
prenatélni testovani je uchovavéi pokojové teplat, nejdéle 48 hodin do jeho zpracovani
(separace krevni plazmy).

Pti transportu do laborate je vhodné uZivat transportni nadobu —<+ngprmotasku” nebo
sLermosku®. Transport do labord® je nutno zajistit v co nejkratSi dlnejpozdji do 96
hodin. Materiél je doprovazedre vyplnénou Zadankou o vySeni.

5.2.4 Odkér potracené tkad

Odbkér je provadn za @elem chromozomalniho vy$eni burk potraceného plodu.
Material musi byt odebran za sterilnich podminekyzen do sterilni,fadré oznaené
zkumavkyc¢i nadobky s médiem nebo fyziologickym roztokem. y§eteni je poteba zaslat
vzorek o velikosti gkolika mm. Vzorek je do laborate odeslan nejlépe ihned po ¢édiy
nejdéle vSak do 24 hodintgdre vyplnénou Zadankou o vyseini.

5.2.5  Odlsr choriovych klki
Vlastni odigr se provadi na specializovaném pracovisti véoaNém séle odbotn
proskolenym personalem pod kontrolou ultrazvukemelidané choriové klky jsou pro DNA
vySeteni vlioZzeny do mikrozkumavky a do zpracovani skidegy v chladicim zZézeni i
teplot 2-8 °C.
Pri vlastnim odbru je pod kontrolou ultrazvuku proveden vpich datimy biisni za
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pomoci jehly o piméru 0,9 mm s mandrenem. Naslédsou choriové klky odebrany do
vacuetty.

V piipadt, ze CVS jsou odebrany na jiném pracovisti nez GCle @i transportu do
laboratde vhodné uZzivat transportni nadobu —ingiermotasku” nebo ,termosku”. Transport
do laboratte je nutno zajistit v co nejkratSi dfbnejpozdji do 24 hodin. Material je
doprovazertadre vyplnénou Zadankou o vyseini.

5.2.6  Odir bunék bukalni sliznice

Odker je provadn sterilnimi nylonovymi tampony tttladnym vytenim sliznice dutiny
astni. Vyerky jsou vloZzeny dorfadré oznaenych zkumavek. Material je do zpracovani
uchovavan v chladicim #Haeni f¥i teplot 2—8 °C

6 Transport a manipulace s biologickym materialem

6.1 Skladovani odebranych vzorki

Odebrany material, pokud neni bezptedtt zpracovan, je ulozen do lednic# teplo&
2-8 °C, vyjma periferni krve pro NIPT testovani, rdmoby k tomu @ené. Tim je material
do doby zpracovani chréam pred znehodnocenim, rozlitim, kontaminactimgmu vlivu
sluneg&niho z&eni apod. VeSkera manipulace s biologickym matmamusi probihat dle
ustanoveni 8§ 6 Vyhlasky MZB. 195/2005 Sb.

6.2 Informace k dopravé vzorki

V piipact zasilani vzori k vySeteni do laboratidé CLG musi byt g dopra¥ dbano na
Setrnost, rychlost a adekvétni teplotu transpoktteka poZadujici vySéeni odpovida za
zajiseni transportu a zaji&i bezpeénosti gepravce (vhodny Zisob baleni a ozgeni
odebraného vzorku).

Pri transportu do laborate je vhodné uzivat transportni nadobucémou pouze pro
prepravu vzorl) — nag. termotasku“ nebo ,termosku“. Transport do laliofa je nutno
zajistit v co nejkratSi dal nejpozdji do 24-48 hodin dle druhu materialu (kapitoly .2-2
5.2.4). Material je doprovazeradré vyplnénou Zadankou o vydeni. Bhem pepravy
materialu je nutné zabranit jakékoliv manipuladeri by mohla byt ii¢inou mechanického
poskozeni. Déle je udezité odebrany material chraniteg extrémnimi teplotami {ed
zmrznutim ¢i prehratim) a swtlem, aby si biiky uchovaly schopnost kultivace &éstu.
V pripact, Ze nelze materialippravit ihnned po odebrani uchovavame jej v lednic2—8 °C.
Material pro neinvazivni prenatalni testovani jlhax@van pi pokojové teplat, nejdéle 48
hodin do jeho zpracovani.

Zadanky o vys&eni musi byt ulozeny odlns v samostatném obalu, aby nedodfo p
manipulaci s materialem k jejicitipadnému patsreni.

Upozorreni:
Pokud doSlo &hem transportu k mechanickému poSkozeniaml® nadoby s materialem,
je zakaznik o této situaci telefonicky seznamenzagan o zajighi nového odéru.
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7 P¥ijem vzorka do Laboratore

VeSkery biologicky materidl musi byt jednoZn& ozna&en a doprovazen Zzadankou
(pozadavkovym listem, prvodkou) na vyséeni.

7.1 ldentifika ¢ni oznafeni primarniho vzorku

Kazdy material musi byt ozt«an Stitkem s uvedenim minimain

1. Jméno afijmeni pacienta

2. Datum narozeni nehislo pojiS€nce

V piipad shodného fiimeni je doplén Stitek o dalSi uesiujici udaje (ptadovécislo
atd.). Neozn&ny material mize byt odmitnut laboratbk dalSimu zpracovani.

7.2 Zéadanka na laboratorni vy3eteni

Do laboratde je gijiman material doprovazeny zadankou (vzdy podleuhdr
pozadovaného vysen).
Zadanka musi vzdy obsahovat:

Povinné udaje:
» Jjednoznanou identifikaci pacienta
> jméno, gijmeni,cislo pojiSénce (novorozenci, cizinci). Vifpad, Ze neni
totoZnost pacienta zndma, jinyigob identifikace.
> pohlavi, ¥k (pokud jsou dlezité pro vysledky vyS&ni) — a nelze je
identifikovat z¢&. p., jména — uvasho u ciziné (Z-zena, M-muz)

> datum narozeni
> identifikaci Zadatele o vyd@ni — CP |ékae, adresa a kontakt na Zadatele (razitkem)*
> diagndza
» druh primarniho vzorku — vy§etvany material — je patrny i z nazvu zadanky (AC —
plodova voda, CVS — choriové klky, PER — perifédadv, DNA, FISH PCR —
uvedeno v Zadance, NIPT, ONKO, CLG Carrier Screaref)
» pozadovand vySsini
» datum aas odBru primarniho vzorku, identifikace pracovnika, kteroved! odkr
> identifikaci pracovnika odebirajiciho material**
» datum &as rijeti vzorku laboratti (uveden na Zadance/konkrétni Lab. knize/deniku)

Nepovinné udaje:
> BydliSt¢ pacienta
> Telefon

Poznamky:

*V pripade, Ze vySeétni FISH pozaduje jako dofiové pracovnik laborate (na zaklad
vysledku cytogenetickych) neni vigMano razitko a podpis léka

**Jestlize se jednd o o@b plodové vody/choriovych kik— je odebirajici pracovnik totozny
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s Zadatelem o vygeni.

Pokud je zpracovavan material odebrany mimo CL®.smusi byt doprovazen zadankou
s vySe uvedenymi nalezitostmi.

7.2.1 Ustni nebo dodatnéa vysekeni

Je to neobvykla forma objednavéani provedeni wgééidaného vzorku. Lze jiipustit jen
ve vyjimeinych a urgentnich situacich, kdy se jedna o dooxdini rEkterych vySateni od
pacienfi a v gipack, Ze je v laborati® material a je vhodny ke zpracovani.

V piipac, Ze je v laborato material a je vhodny ke zpracovaniire Zadatel o vyS&ni
pozadovat dalSi dovygeni.

PoZadavek jeffjiman od lek&e nebo sestry, nikoli od paciénfpokud nejsou samoplatci).

V takovém pipadt je poZzadavek dopém do Laboratorni knihy s uvedenim data, Zadatele a
pracovnika pejimajiciho pozadavek. Nebo je poZzadavek zaznamdoaseSitu Dogiujici
vySeteni — svySe uvedenymi nalezitosti — kdy identidiavzorku je dle fisluSného
laboratorniho deniku.

U cytogenetickych vyS&ni je mozné ijpadnd dovySéeni pozadovat do 48 hodin od
piijmu vzorku laboratfi. Na Useku MG lze pozadovat vy&sti do doby uchovani
biologického materialu (doba uchovani dle informoéao souhlasu).

Laboratd muze vyuzit bus¢nou suspenzi uchovanou v mikrozkumavkach — uziva se
v rdmci cytogenetického vygeni, vySateni FISH nebo molekulaéngenetického vysetni
(doba uchovani dle informovaného souhlasu).

7.2.2 Pozadavek na statimova vy&eni

V piipadt, Ze |ékd ¢i Zadatel o vySéeni poZaduje urgentni/statimové vysei
biologického materiélu, vyuZzije stejné zadanky jgko ostatni &na vySeateni a Zetelrt je
ozn&i ¢ervenym slovenSTATIM . Takto oznaena Zadanka bude zpracovanaradnostrg
ode&tena.

7.2.3  Kritéria pro pfijeti nebo odmitnuti vadnych (koliznich) primarnicheorki

Odmitnout Ize:

e Zzadanku s biologickym materialem, na které chylidongsou neéitelné zakladni Udaje a
nelze je pracovniky laboratzjistit (povinné dle kapitoly 7.2),

e zadanku nebo odbovou nadobu zrgSténou biologickym materialem,

- nadobu s biologickym materidlem, kde neniisgb identifikace materidlu z hlediska
nezangnitelnosti dostat&ny (prijmeni, rok narozeni pacienta) *

« nadobu s biologickym materidlem, kde zjewdoSlo k poruSeni fazergud vySetenim
(nedodrzeni doby dodani materialu na zpracovaatnsplozeni vzorku)

» biologicky material bez Zzadanky (bez uvedeni podkilapraviéné osoby)

Poznamka:
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*\/ pripad, Ze se jedna oe¢ice dostupny material (PV/CVS) je vidy zahdjen@ jeh
zpracovani, ale vysledky nejsou uvoly, dokud pracovnik odebirajici vzorek nebo Vedouci
Useku nefevezmou odp@dnost za jeho identifikaci.

7.2.4  ReSeni neshod naifjmu

Jedna-li se o nesoulad dodaného materialu s dokagierthned se zji%ji informace se
Zadatelem o vySgni.

Biologicky material, ktery nelze zpracovat (znehockn, nedostatek materialu, poruseni
faze ed vySetenim, neoprawny pozadavek) je zapsan do ,SeSitu neshod”.
Zadatel o vy3éeni je informovan o odmitnuti, obeznamengatly a pozadan o novy ot
materidlu (zdznamy jsou uvedeny v SeSitu neshod).

V piipac, Ze vzorek neodpovidd poZzadawk laboratde (na kvalitu) je uvedeno
v Laboratorni knize/deniku — v poznadmce a pracqvki&ry vyhodnocuje vysledky, uvede
pripadny vliv na konény vysledek v poznamce/komefita

8 Faze po vySateni

8.1 Bezpe&né odstraiovani materiali pouzitych pii odbéru

VesSkery materidl pouzity ip odbdru primérnich vzork (vatové tampony nebo buite
Ctverce, rukavice) je povazovan za potenciod@hfiekeni, uklada se do nepropustnéidolrs
ozna&eného obalu a je likvidovan v souladu s platnouslativou. Za likvidaci odpovida
pracovnik odebirajici material. Ostré materialyelini jehly) jsou ukladany do plastovych
uzaviratelnych naddob k tomucenych a jsou likvidovany obdobnym tegmbem. Skladovani
laboratornich vzonk a pouzivaného materialu probiha v souladu s useammi § Vyhlasky
Ministerstva zdravotnictw. 306/2012 Sb. ve 2ni pozdjSich gedpig.

8.2 Dodatetna vySereni acasovy interval pro jejich pozadovani

Casové rozgti, ve kterém je mozno pozadovat dodatevyseteni:
a) u cytogenetickych vydeni do 48 hodin. LaboratomiZze vyuzZit bugénou suspenzi
uchovanou v mikrozkumavkach — uziva se v rdmciggtetického vyS&tni nebo vySéeni
FISH.
b) u molekulara genetickych vyséeni do doby uchovani biologického materialu (dle
informovaného souhlasu).

Dodat&na vySeteni nelze provést vzdy. Wipad poZzadavku na dodatee vySeteni
informuje opraviny Zadatel laborates vyjasgnim pozadavik na dodaténé vySeteni.

Zadatel doda kompletni Zadanku s poZadavky na dodat vySeteni. V gipad
pozadovanych vySitni u materialu, ktery musi byt okangZgo dordeni zpracovan a nelze
jej skladovat (plodova voda, choriova tikapod.), |ze &terd dodaténa vySeteni provést do
doby, nez byla ukafena Kkultivace. Rktera dodawna vySeteni lze provést zjiz
nakultivovanych bugk, pozadavky na dodatea vySeteni Ize v ¥chto gipadech dodat po
celou dobu kultivace.

Jedna-li se o vzorky periferni krve, je mozné pebvdodaténd vySeteni z opakované
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kultivace, vysledek v3ak itte byt ovlivien dobou skladovanim materialu (VS pracovnik
rozhodne o moznosti provedeni dodatsho vySeaeni).

8.2.1 Opakovani vyséeni nebo dalSi vysni stejného primérniho vzorku.

V pripac, Ze je pateba opakovat vySetni z divodu podegeni na nespravnost vysledku,
je toto opakovani provedeno na naklady labdeatdPokud primarni vzorek jiz neni
k dispozici, je zahjena komunikace se ZadateleSeteni, komunikaci zajidije léka-
genetik.

8.3 Manipulace a skladovani materialu

Material je neprodlen po odkru uloZzen do lednicefpteplog 2-8 ©°C. Material pro
neinvazivni prenatalni testovani je uchovavémpkojové teplat, nejdéle 48 hodin do jeho
zpracovani. Oprawimy pracovnik jej pevezme a dopravi do laborégdke zpracovani tak, aby
nedoslo k jeho znehodnoceni fyzikalnimi vlivyigadré k ohrozeni fyzickych osob.
V prabéhu jeho zpracovani je material uchovavan dle podkimvedenych v jednotlivych
standardnich postupech pro vygei. S materialem je zachazeno v souladu s benpd
prace a ochrany zdravi pracovnika.

8.3.1 Skladovaniifed a v piitbéhu vliastniho vySéeni

Material zpracovavany v labora@tomolekularni genetiky je skladovarrgal vySetenim
v lednici @i 2-8 °C. Material pro neinvazivni prenatalni testui je uchovavanippokojové
teplo€, nejdéle 48 hodin do jeho zpracovani. Odebrangopi® vody (CVSi potracena tk&)
uréené k vyseéeni karyotypu jsou bezprastré po odiEru nasazeny. Plodova vodatena
k vySeteni FISH je skladovanargd vySetenim v lednici pi 2—8 °C. Periferni krev gena
k cytogenetickému vySeni (karyotyp, FISH) je uloZena taktéZ v lednidi 2—8 °C.
Konkrétni specifika jsou uvedena ve standardnictypech pro dané vyseni.

8.3.2 Skladovani po vygeni

Material (DNA) zpracovavany v labordtanolekularni genetiky je po vy§ehi skladovan
v chladicim z&izeni i teplo€ -15 az -25°C/-74 az -86°C dle informovaného saathl®Ina
krev pro izolaci DNA je skladovana do vydani vystédrySeteni. Plodova voda/CVS/BC a
PER pro neinvazivni prenatalni testovani je zpranaweze zbytku.

Periferni krev zpracovavana v cytogenetické lalmbrg po vySeteni skladovana v lednici
pii teplo® 2—8 °C nejvySe 5 dni. Po vyiemi preparatu je krew@mistna do sbrnych nadob
urcenych k likvidaci. Plodova voda/CVS je zpracovaeae zbytku. B vytvoreni prepardit
v cytogenetické laboratbje nevyuzita bu&na suspenze uchovana v mikrozkumavkach po
dobu 1 roku a skladovana v mrazicintizani i -15 az -25°C.

8.3.3 Likvidace biologického materialu po vy&eni laboratdi

PIna krev zpracovavana v molekul&rgenetické laborato je likvidovana do sérnych
nadob a likvidovana jako potenciondlimfekéni materiél, plodova voda/CVS/BC a PER pro
neinvazivni prenatalniho testovani je zpracovaza labytku.
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PInd krev a materidl bd&#né suspenze je v cytogenetické labatialikvidovan ve
skérnych nadobéach jako potencion&infekéni.

9 Wdavani vysledki a komunikace s laboratdi

9.1 Terminy dodani vysledki

Vzorky jsou pfibézné zpracovavany dle pozadovaného viget v pdadi, ve kterém jsou
prijimany do laboratie. Vzorky oznéené STATIM jsou zpracovavanyipdnostd. Doba
pozadovaného vyd&eni od pijeti vzorku do vydani vysledkového listu byi fbéZném
provozu nemdla presahnoutasovy interval 4 tydin (vyjma vySeteni SP-MG-08, SP-MG-09,
SP-MG-11 — ONKO solution).

9.1.1 Usek molekularni genetiky

SP-MG-01 | Molekularé genetické vySéeni mutaci v genech metodou PCR-RFLP 10 pracovmith d
SP-MG-02 | Molekularre genetické vySeeni mikrodeleci v azoospermické oblasti 10 pracovnich di
chromozému Y (AZFa, AZFb, AZFc) multiplex PCR STATIM 5 pracovnich di
SP-MG-03 Molekularre genetické vySéeni mutaci v genech metodou reverzni 15 pracovnich di
hybridizace STATIM 5 pracovnich di
SP-MG-04 Molekulam: genetlcka gnquza quore;amé zna&enych fragmerit DNA 5 pracovnich d
metodami PCR a kapilarni elektroforézy
. . 10 pracovnich din
SP-MG-06 | Molekularé genetické vySéeni v genech metodou Real-Time PCR
! 9 I i Vo . ! STATIM 5 pracovnich di
Mutaéni analyza/screening gémetodou Sangerova sekvenovani
SP-MG-08 | BRCA1 BRCA2 ONKO solution, CLG Carrier Screen panel:
- prediktivni testovani a STATIM 3 sice
Mutaéni analyza gelhmetodou masivhparalelniho sekvenovéani
ONKO solution: 1 rok
SP-MG-09 o P -
- prediktivni testovani a STATIM 3 sice
CLG Carrier Screen panel: 12-14 tydri
SP-MG-10 Molekularre genetické vySeeni syndromu fragilniho X chromozému 15 pracovnich di
(FRAXA metodou PCR a TP-PCR STATIM 10 pracovnich din
VySeteni intragenovychigstaveb metodou MLPA (Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification)
BRCA1BRCA2 ONKO solution, CLG Carrier Screen panel:
SP-MG-11 —
- prediktivni testovani a STATIM 3 &sice
15 pracovnich din
SMN1 SMN2
1 STATIM 10 pracovnich din
SP-MG-12 | VySdeni gestaveb lidského genomu metodou Array CGH 3 tydngashzendipu
SP-MG-13 Neinvazivni prenatéini vySemni (NIPT) metodou masi¢érparalelniho 15 pracovnich din
sekvenovéani STATIM 10 pracovnich din
SP-MG-14 | Molekularrs genetické vyseeni HLA alel asociovanych k celiakii/lepkové15 pracovnich din
intoleranci SSP-PCR STATIM 10 pracovnich din
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9.1.2 Usek cytogeneticky

4 tydny

SP-CG-01 | Stanoveni karyotypu z lidskych &lun STATIM 3 tydny

FAST FISH 5 pracovnich dn
4 tydny

SP-CG-02 | VySéeni biologického materialu metodou FISH

9.2 Informace o formach vydavani vysledki

Laboratd@ molekularni genetiky v CLG s.r.0. vyuziva jakoigpb vydavani vysledktisk
vysledkovych list ke konkrétnim vySeéenim ve formatu Microsoft Word.

Vysledky cytogenetickych vydeni jsou zaznamenavany do fornfeld,Zadanka +
vysledkovy list*. Vysledky musi byt uvedengitelné a bez pepisi. Pred vydanim jsou
vysledky kontrolovany a podepsany opr&wm pracovnikem a |[ékem-genetikem.

Tistené vysledky jsou vioZeny do laboratorniho infoémiao systému AMICUS, dopény
zawrecnym dopordenim lék@e-genetika, za&recna zprava je vytisha a 1 vyhotoveni
s dopordgenim lekde genetika &stava ¥etné vysledkového listu laborate v dokumentaci
pacientky, 1 vyhotoveni zpravy dopiré o klinickou interpretaci |€ka genetika je zasilano
na wdomi pacientce a 1 vyhotoveni zpravy je zaslant@ggmu lekai.

V pripac, Ze je vydan fedkezny vysledek vySéeni, je vzdy uZivateli vydan vysledkovy
list s Gplnym a kongym zawrem.

9.3 Stanoveni varovnych nebo kritickych rozmezi

K jednotlivym vysledkm vySeteni jsou stanoveny refer@ari meze (v fipads, Ze Ize) a
hlaSeni pekrateni danych mezi zvazi pracovnik vyhodnocujici e dle zavaznosti
nalezu.

Vysledkem vySéeni je slovni hodnoceni — pozitivni/negativni hookrd vzorku nebo
vyjadreni dopordenym nazvoslovim mezinarodni nomenklatury ISCN, FBGApod.

V pripact patologickych nélex (pozitivnich naler) je informovan Zadatel o vy$eni,
ktery dale komunikuje s pacientem.

9.4 Zmény vysledki a nalez

Ke zmené vysledki by nenglo dochézet. Pokud by kKmu doSlo je zaznamenan datum a
jméno osoby, ktera z¢nu dodaténé provedla.

V pripact, Ze laboratdzjisti chybré vydany nalez, komunikuje se Zadatelem vzdy Vedouci
useku. Zadateli o vydeni (o3etjicimu lékdi) je dodan novy vysledkovy list se spravnymi
vysledky.

9.5. Revize klasifikaci nales a interpretaci vysledki

Interpretace vysledka naleg je prova@na s ohledem na séasné znalosti addomosti
v cytogenetické, molekulagn cytogenetické a molekul&fngenetické oblasti |ékaké
genetiky. Laborato si vyhrazuje pravo provést revize klasifikaci mzélei interpretaci
vysledka v zavislosti na pokroku ve vyzkumu a s ohledemnos ziskané a uigsiujici
znalosti v dané problematice. O @mach je informovan Zadatel o vyfii (oSeatujici [€ka)
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formou revidovaného vysledkového listu.
V Laboratdi mohou byt vydavany dodatkové zpravy, které naladgéknovych zjiSéni
v rdmci daného vySini dophuji diive vydany vysledek.

9.5 Konzultaéni ¢innost laboratore

Informace v souvislosti s vysledky vyEti podavaji |éka CLG. Kontaktni Udaje jsou
uvedeny v kapitolg. 2.

9.6 ZpusobreSeni stiznosti

Pripadné stiznosti |€ke, pacient&i ostatnich Gastniki je podritem pro zlepSeni prace v
laboratgich CLG a naSe pracowviStkazdou uplatétnou stiznost proSetje. Stiznost lze
podavat na:

- vysledky poZadovanych laboratornich viget;

- zpmsob jednani pracovnikCLG;

- nedodrzeni ujednani vyplyvajicich z uzmé dohody o provedeni vy&mti a
nedodrZzeni dohodnutéily.

Stiznost je mozné podat pisemnou formou (poStaxerh, e-mailem)i formou dstni
(telefonicky, osobni jednani). Stiznost podana mismi formou je viizena pisemnym
vyjadienim Laboratte. Vysledek Séeni Ustni stiznosti g odpowdny pracovnik
zakaznikovi telefonicky. Pokud stiznost neni nefaaidieSena, termin jejiho vizgeni je 30
pracovnich da.

9.7 Obecné zasady laborate na ochranu osobnich informaci

Laboratd se fidi pravidly a podminkami Obecnéhoftiz@&ni o ochra# osobnich Ud&j
(GDPR). Laboratb naklada s osobnimi a citlivymi Udaji paciertbk, aby nemohlo dojit
k jejich neopravenému gistupu, zn¥né neb zneuziti. Obecné zasady pro ochranu osobnich
Udayji:
1) Organiz&ni opateni:
Osobni a citliva data paciénjsou vedena v listinné formv priru¢nich spisovnach,
v programu AMICUS a na serveru labor&to
Listinna forma zaznamu je zabe#pra uzarmenim vstupu do prostor laboréta
fizenim vstupu cizich osob. Pro zabege dat v programu AMICUS maji pracovnici
pridélena @ristupova prava s ohledem na jejich kompetence.oPnéc maji ve své
pracovni naplini podepsanou dahlivost a jsou seznameni prokazatekvnitnimi
piedpisy CLG, ve kterych jsou stanoveny pravidlamakladani s osobnimi udaji.

2) Technicka opdéni:
Technickd opdéeni jsou stanovena na urovni mechanického zahrapristupu
neopravinych osob do mist, kde je uloZzena zdravotnicka dwtace. Jedna se o
fizeny vstup do laborate.
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Zdravotnicka dokumentace uloZzena v programu AMIC&Sa serveru je v déb
negitomnosti zdravotnického pracovnika chfida heslem pro vstup do PC a systému
AMICUS. Kazdy pracovnik maréleny rozsah oprawmi pro gistup do AMICUS.
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Zaznam o seznameni
s dokumentem*

. Prijmeni (hilkove) Zmeéna 1. Zmeéna 2.
Datum:

a podpis: datum-podpis: | datum-podpis:

Zména 3.
datum-podpis:

O Pracovnik svym podpisem potvrdil, Ze byl s doknteen sezndmen a vzal n&demi pozadavek dodrzovat

predepsané postupy.
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Evidence znén

Zménac. Popis znmény Zpracoval

Platnost od
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