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Predmluva

Vézené kolegyné, vazeni kolegové, vSichni nasi klienti,

tato Laboratorni pfirucka pfinasi informace o nasi laboratofi a jejich sluzbach.
Je urcena Iékaiim, zdravotnim sestram a také pacientim.

Doufame, Ze v ni naleznete vSe potifebné pro nasi dobrou spolupréci.

Kolektiv pracovnikli Genetické laboratore PRONATAL s.r.0.
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Uvod
1.1 Ugel a rozsah platnosti

Cilem této pfirucky je informovat lékate, pacienty a zadatele o laboratorni vySetfeni o tom, jaka
vysetieni Geneticka laboratof spolecnosti PRONATAL s.r.0. poskytuje, o podminkach spravného
odbéru vzorkll, transportu vzorki do laboratofe, o zplisobu vydavani vysledki genetického
vySetieni a zptisobu komunikace mezi pacientem, 1ékafem a laboratofi.

Laboratorni piirucka je soucasti fizen¢ dokumentace PRONATAL medical group; jeji aktudlni
verze je dostupna na webovych strankach www.pronatal.cz. Tisténa verze je k dispozici v
laboratofi.

1.2 Odpovédnost

Za zpracovani a aktualizaci této ptirucky odpovida vedouci Genetické laboratore PRONATAL s.r.o.

1.3 Definice, zkratky, pojmy

Pmg zkraceny nazev pro PRONATAL medical group jako sit' center a
spole¢nosti jako organizacnich slozek, vazanych smluvnimi a majetkovymi
vztahy, obecné organizace

SP Sanatorium PRONATAL - zkraceny nazev pro PRONATAL s.r.0., ktera je
nositelem vlastnickych prav k ochranné znamce a know-how
certifikovaného ISM s autonomni akreditovanou laboratofemi, obecné
tidici spolecnost

ISM integrovany systém managementu

PISM pfirucka integrovaného systému managementu

zameéstnanec osoba s uzavienou pracovni smlouvu podle Zakoniku prace

pracovnik osoba vykonavajici ¢innost pro organizaci nebo jednotlivé spolecnosti, se

smluvnim vztahem uzavienym bud’ podle Zakoniku prace (zaméstnanec),
nebo podle jinych pravnich uprav. Tato definice plati i pro personal

subdodavateli
LP Laboratorni pfirucka
GL Geneticka laboratof
EHK Externi hodnoceni kvality
SLG Spolecnost 1ékaiské genetiky a genomiky
NRL Nérodni referencni laboratot
SZU Statni zdravotni Gistav
RC Rodné ¢&islo
LIMS Laboratorni informacni systém
SOP Standardni operaéni postup

PP Pracovni postup



http://www.pronatal.cz/
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1.4 Souvisejici dokumentace

1-PP-Pmg02: Odbér vzorku

1-PP-Pmg03: Transport biologického materialu

3-SOP-SP-06: Prijem primarnich vzorkii do GL

3-SOP-SP-16: Archivace biologického materialu

10.01 Zadanka k vySetfeni pfenosnych patogeni ze stérti a moce metodou real-time PCR

10.02 Z4danka o vysetfeni v Genetické laboratofi

10.02 Zadanka o vySetieni v Genetické laboratofi (BRCA)

10.415 Informace pro pacienty o preimplantacni genetické diagnostice (PGD)

2.12. Seznam smluvnich laboratofi

Vnitini smérnice 04/2015: Pokyny pro centra PRONATAL Pmg pro organizaci monogennich
chorob

Vnitini smérnice 07/2016 Vyplinovani zadanek na vySetieni trombofilnich mutaci a cystické fibrozy
v genetické laboratoii PRONATAL, s.r.o.

Kniha neshod
Kniha mimotfadnych udalosti
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2 Identifikace laboratore a dilezité udaje

Nazev organizace PRONATAL, s.r.o.
Identifika¢ni udaje IC: 04614283 DIC: CZ04614283
Statutarni zastupce organizace Jiti Adamek
Adresa sidla Antala Staska 1670/80, 140 00, Praha 4 — Kr¢
Adresa Na Dlouhé mezi 4/12, 147 00 Praha 4 — Hodkovicky
Kontaktni udaje +420 261 711 606, www.pronatal.cz,
Nazev pracovisté Geneticka laborator
Adresa Pekarkova 14, 143 00, Praha 4 — Modfany
E-mail: genetika@pronatal.cz
Telefon laboratot +420 241 403 150
Okruh ptisobnosti laboratoie Centra PRONATAL medical group a

pro spolupracujici ambulantni Iékate a centra
Predmét ¢innosti Provadéni vysetfeni biologického materidlu

v oblasti genetiky a cytogenetiky
Vedouci laboratoie RNDr. Marcela Kosarova, Ph.D.,

kosarova@pronatal.cz

Zastupce vedouci laboratofe Mgr. Petr Lonsky, lonsky@pronatal.cz

Usek cytogenetiky Mgr. Petr Lonsky, lonsky@pronatal.cz

Usek molekularni genetiky RNDr. Marcela Kosatova, Ph.D.,
genetika@pronatal.cz

Odborny garant MUDr. Vladimir. Gregor

Manazer kvality Mgr. Petr Lonsky

E-mail lonsky@pronatal.cz

Webové stranky www.pronatal.cz
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2.1 Zakladni informace o laboratori

Genetickd laboratof je soucasti spolecnosti PRONATAL s.r.0. Zajistuje laboratorni sluzby pro
vSechna pracovisté¢ skupiny PRONATAL medical group a pro spolupracujici ambulantni 1€kare.
Vysetieni jsou provadéna pro pojisténce ceskych i cizich zdravotnich pojistoven a pro samoplatce.
Cinnost laboratofe je zaméfena na pozadavky center pro asistovanou reprodukci a klientky
ambulance prenatalni diagnostiky.

Laboratof pracuje nestranné a nezavisle na mateiské organizaci, co se tyka vysledka vysSetieni,
kvality jejich sluzeb a spravnosti vySetfeni.

2.2 Urovern a stav akreditace pracovisté

Akreditace dle 1SO 15189: 5
Laboratof je akreditovana Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. podle CSN EN ISO 15189:2013
pod Cislem 8184.

Povoleni SUKL )
Geneticka laboratof je rozhodnutim SUKLu schvalenou diagnostickou laboratoii podle zakona
296/2008 Sb. a vyhlasky 422/2008 Sb. pro oblast lidskych tkani a bunék.

Geneticka laboratof se pravidelné i¢astni systému externiho hodnoceni kvality (EHK) a vSechny
metody, pro které je tento systém zaveden, ma certifikovany (zajiSténa navaznost na referencni
material) nebo ovéfeny v ramci porovnatelnosti.

GL pouziva diagnostické soupravy a analytickou techniku certifikovanych vyrobct (se znackou
CE).

2.3 Organizace laboratore, jeji vnitini ¢lenéni, vybaveni a personalni obsazeni

1. Clenéni laboratore

Geneticka laboratof je ¢lenéna na useky:
e usek molekularni genetiky
e usek cytogenetiky

I1. Prostory pracovisté

Laboratoft se nachazi v I. a II. podlazi budovy na adrese Pekarkova 14, Praha 4 - Modrany.

Ve stejné budové je umisténa 1 ordinace klinického genetika a pracovisté prenatalni diagnostiky.
Klinicky genetik provadi genetické poradenstvi a indikuje potfebna genetickd vySetieni, aby bylo
mozno nalézt eventualni genetickou pfic¢inu neplodnosti paru a doporucit optimalni 1é¢ebny postup.
Rovnéz indikuje invazivni prenatalni vySetieni.

Pracovisté prenatalni diagnostiky je vybaveno pro prvotrimestralni screening téhotnych vcetné
invazivnich vykont.
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2.4 Provozni doba

Provozni doba (minimalni)
pondéli - patek od 8:00 do 16:00 hodin
piijem materialu od 8:00 do 15:00 hodin, podle dohody mozZno
prizpusobit dle potteb klientli (organizace svozu,
OPU).

2.5 Zaméieni laboratoie a spektrum nabizenych sluzeb

Laboratof provadi specializovana cytogenetickda, molekularné cytogeneticki a molekularné

geneticka vysetfeni z té¢chto primarnich materiali:
e periferni krev

plodovéa voda

choriové klky

tkan¢ abortu

pupecnikova krev

stér z bukalni sliznice

moc¢

cervikalni stér

uretralni stér

ejakulat

izolovand DNA

blastomery z preimplanta¢nich embryi

bunky trofektodermu z blastocyst

2.6 Piehled nabizenych vySetreni

e Vysetieni karyotypu z periferni krve

e Vysetieni karyotypu z bunék plodové vody

e Vysetieni karyotypu z biopsie choria

e Vysetieni karyotypu z pupecnikové krve

e Urychlené vysetfeni chromozomu 13, 18, 21, X a Y metodou QF-PCR z bun¢k plodové
vody a z tkani choria

e VysSetieni karyotypu z tkani abortu

e Molekularné genetické vysetfeni mutaci v CFTR genu

e Molekularn¢ genetické vySetteni mikrodeleci na chromozomu Y

e Molekularné genetické vysetieni trombofilnich mutaci v genech pro FV a FlI

e VysSetieni delece exonu 7 a 8 v genu SMN1 metodou MPLA

e Piimy prikaz RNA viru HCV metodou real-time PCR

e Primy prikaz DNA viru HBV metodou real-time PCR

e Primy prukaz DNA nékterych patogenti se vztahem k neplodnosti (Mycoplasma hominis,
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Ureaplasma species, Chlamydia trachomatis) z cervikalnich/uretralnich stérit a moce
metodou real-time PCR

e Vysetieni vybranych onkogenli (BRCA1, BRCA2) metodou NGS a MLPA

e Preimplantacni geneticka diagnostika metodou FISH (PGS - screening aneuploidii,
strukturni chromozomalni aberace)

e Preimplantacni geneticka diagnostika aneuploidii 24 chromozoml metodou arrayCGH

e Preimplantacni geneticka diagnostika aneuploidii 24 chromozoml metodou NGS

e Preimplantacni geneticka diagnostika monogennich chorob

V nasi laboratofi muzeme rovnéZ provést pouze izolaci DNA z primarniho vzorku a zprostfedkovat
vySetfeni na jiném specializovaném spolupracujicim pracovisti, pokud indikované vySetfeni neni
soucasti naSeho portfolia provadénych vySetreni.

2.7 Informace o poskytovanych genetickych vysetienich
2.7.1 Cytogeneticka vySetreni

2.7.1.1 Vysetieni karyotypu z periferni krve

Pfi cytogenetickém vySetteni se z periferni krve kultivuji T-lymfocyty, které jsou stimulovany
rostlinnym lektinem phytohemaglutininem (PHA). Po pfiddni mitotického jedu kolcemidu se
zastavi bunécény cyklus bunék ve stadiu metafaze a ze ziskané bunécné suspenze lze pfipravit
cytogenetické preparaty, na kterych mulzeme sledovat pocet a strukturu jednotlivych
chromozomi v buiikach. Pouzivaime metodu GTW-pruhovani a mikroskopické pozorovani
obarvenych chromozomt, v indikovanych pfipadech rovnéz metodu FISH (fluorescenéni in situ
hybridizace).
Indikace k vySetfeni:

— pary s poruchou plodnosti

— opakované spontanni potraty

— pozitivni rodinna anamnéza chromozomalnich pfestaveb

— narozeni mrtvého plodu nebo imrti novorozence

— potencionalni darci gamet a embryi

2.7.1.2 Vyseti‘eni karyotypu z bunék plodové vody a z biopsie choria

K vySetieni chromozomalni vybavy plodu je nutny invazivni zdkrok — biopsie choria nebo
odbér plodové vody (amniocentéza), proto je k nému vzdy nutnd indikace klinického genetika.
Riziko komplikaci obou invazivnich vykonii se uvadi mezi 0,5 - 1%. Odbér choriovych klki i
plodové vody provadi vzdy 1ékar-gynekolog pod ultrazvukovou kontrolou.

Odbér choriovych klka 1ze provadét v obdobi od 11. do 14. tydne té¢hotenstvi. Hlavni vyhodou
vysetieni karyotypu z tkani choria je pfedevSim nizs§i gestacni stafi v dobé odbéru a Casnéjsi
vysledky. Pokud je v pfipad¢€ patologického nalezu indikovéano pferuSeni té¢hotenstvi, jedna se o
daleko méné stresujici zakrok ve srovnani S pierusenim gravidity po amniocentéze v pozdéjSich
stadiich t€hotenstvi.

Odbér plodové vody se provadi nejcastéji mezi 16. az 18. tydnem gravidity. Celkovd doba
vySetfeni od odbéru do vydani vysledku je 9 az 16 dnd.

V indikovanych ptipadech se provadi soucasné¢ s cytogenetickym vysetienim karyotypu plodu i
urychlené vySetfeni chromozomt 13, 18, 21, X a Y molekularné¢ genetickou metodou QF PCR;
Vv téchto ptipadech ziskame vysledek do 24 hodin.
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Plodova voda je vzhledu nafedéné moci. V nékterych piipadech muize byt plodova voda
zbarvena krvi; pokud je krev Cerstva, jedna se o nasledek krvaceni do délozni dutiny v pritbé¢hu
vykonu. Pokud pacientka krvacela béhem gravidity, plodovd voda mutze byt nahnédla nebo
tmavé Cervena. Pokud je indikovano vysetfeni metodou QF PCR, je vzdy nutné odebrat stér
Z bukalni sliznice matky, abychom byli schopni vyloucit kontaminaci matefskou krvi.

Indikace k vySetfeni:
— pozitivni screening I. nebo II. trimestru
- vek matky nad 35 let
— patologicky ultrazvukovy nalez
- chromozomalni pfestavby u jednoho z rodic¢a
— aneuploidie nebo mozaika pohlavnich chromozomi u jednoho z rodict
— opakované spontdnni potraty
— ptedchozi narozeni plodu s vrozenou vyvojovou vadou nebo s chromozomdélnimi
abnormalitami
— narozeni mrtvého plodu nebo umrti novorozence v predchozim téhotenstvi

2.7.1.3 Vysetieni karyotypu z tkani abortu

Dutivodem vysetieni je urceni karyotypu potraceného plodu.

2.7.2 Molekularné geneticka vySetieni

2.7.2.1 Urychlené vysetieni chromozomu 13, 18, 21, X a Y metodou QF PCR z bunék plodové
vody a z tkani choria

Molekularn¢€ genetické vySetieni nejcastéjSich aneuploidii z bunék plodové vody a tkdni choria se
provadi na zéklad¢ indikace klinického genetika. VySetieni praveé této kombinace chromozomi 13,
18, 21, X a Y se provadi proto, ze aneuploidie t€chto chromozomil nejcastéji zpiisobuji narozeni
postizeného ditéte.

Vysetieni metodou QF PCR sestava z izolace DNA z bunék plodu obsazenych v plodové vodé nebo
biopsii choria, z amplifikace vybranych polymorfnich STS markerti na chromozomech 13, 18, 21,
X a Y pomoci fluorescencné znacenych primert metodou QF PCR a z detekce vzniklych
amplifikovanych DNA fragmentl na genetickém analyzatoru. Soucasné se vzorkem plodové vody
nebo choria se zpracovava a vySetfuje 1 vzorek stéru z bukalni sliznice matky, aby bylo moZno
vyloucit pfipadnou kontaminaci matefskou krvi. VySetfeni se provadi vzdy ptednostné a vysledek
vysetieni je zndm do 24 hodin po odbéru.

Indikace k vySetieni:

— pozitivni screening L. nebo II. trimestru

- patologicky ultrazvukovy nalez

— kombinace vice rizikovych faktort

— Casovy faktor

— psychologicky faktor
K vysetteni pouzivame kit Devyser Complete, pro dovySetieni nékterych chromozomii Devyser
Resolution (Devyser, SWE). Pro potvrzeni ¢i ovéfeni nedostatecné informativnich vysledki
pouzivame alternativné kit Ancufast (Genomed AG, CH).
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2.7.2.2 Molekularné genetické vySetieni mutaci v CFTR genu

Vysetteni 50 nejcastéjSich mutaci vyskytujicich se ve sttedoevropské populaci provadime pomoci
kitu Elucigene CF EU2 (Gen-Probe Life Sciences Ltd., UK). Tento kit zachyti vice nez 92% mutaci
v CFTR genu v ceské populaci. Principem metody je alelové specifickd multiplex PCR
s fluorescencné znaCenymi primery a fragmentacni analyza na genetickém analyzatoru.

Jako alternativni vySetfovaci kit pouzivame OLA kit firmy Abbott, ktery je schopen zachytit 33
nejcastéjSich mutaci vyskytujicich se ve sttedoevropské populaci. Detekce fluorescencné znacenych
fragmentl probihd na genetickém analyzatoru; tzv. slovanska mutace CFTRdel2.3 je vySetfovana
zvlast metodou PCR s néslednou detekci na agarézovém gelu. Vysetfeni zachyti 91,7% vsech
mutaci CFTR genu v €eské populaci.

Oba kity jsou schopny detekovat alely bez mutace a alely s mutaci, takze zachytime jak nepostizené
heterozygotni pfenasece, tak postizené homozygoty.

Indikace k vySeti‘eni:
— U dospé€lych muzi s poruchou plodnosti
— u partnera nosi¢e mutace pfed planovanym téhotenstvim nebo v jeho pribéhu
— prenatalni diagnostika, pokud jsou oba partneti heterozygoti pro mutace v CFTR genu
— prenatalni diagnostika u plodt s ultrazvukovym nalezem vykazujicim riziko cystické fibrozy
(napf. stievni hyperechogenita)
— potenciondlni darci gamet a embryi

Diagnéza: N46, E84.9

2.7.2.3 Molekularné genetické vySetieni mikrodeleci na chromozomu Y

Na dlouhém raménku chromozomu Y se nachéazeji tzv. AZFa, AZFb a AZFc oblasti s vyskytem
genu dulezitych pro spravnou spermatogenezi. U nékterych skupin muzt s poruchou plodnosti,
predevsim u azoospermiki a tézkych oligozoospermiki, byly detekovany submikroskopické delece
(mikrodelece) v téchto AZF oblastech. VysSetfeni je provadéno kitem Devyser AZF (Devyser,
SWE), ktery obsahuje po tftech STS markerech v kazdé AZF oblasti. Amplifikované fluorescencné
znatené DNA fragmenty jsou detekovany na genetickém analyzatoru.

Indikace k vysetieni:
— porucha plodnosti u muzi s tézkou oligozoospermii nebo azoospermii

2.7.2.4 Molekularné genetické vySetieni trombofilnich mutaci

V nasi laboratofi vySetiujeme dvé mutace v genech pro koagula¢ni faktory:
— Leidenska mutace v genu pro koagulaéni faktor V
— Mutace G20210A v genu pro protrombin (gen pro koagula¢ni faktor I1)
VySetteni provadime metodou real-time PCR kity QFaktorll a QFaktorV (oba IAB, CZ). Timto
vySetfenim jsme schopni odlisit heterozygotni i homozygotni pacienty.
Indikace k vySeti‘eni:
— pacienti s pozitivni rodinnou anamnézou zilnich tromboz
— pacientky s opakovanymi potraty
— pacientky pied pldnovanou hormondlni stimulaci

Diagné6za: D68.9
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2.7.2.5 Primy prikaz nukleové kyseliny viru HBV a HCV metodou real-time PCR

Toto vySetfeni se provadi ze séra jako ,.konfirmacni“ v ptipadech, kdy sérologické vysetfeni darcii
gamet provedené v biochemické laboratofi neni negativni. ,,Konfirmaéni* vySetieni metodou real-
time PCR Ize provést v rezimu STATIM do 24 hodin od pfijmu vzorku v ptipad¢, Ze pacientka je ve
fazi stimulace oocytl a vysledek vySetieni je nutno vydat nejpozdéji v den punkce oocytt (OPU),
aby byl znam vysledek vySetfeni jesté pfed zahajenim kryokonzervace bun¢k nebo embryi a aby
bylo mozno pfizpiisobit rezim kryokonzervace v pfipadé pozitivniho vysledku. V ptipadé ne-
negativniho sérologického vysledku vstupniho vysetieni pacienti (v dobé pied hormonélni
stimulaci partnerky) je vySetfeni provedeno do 14 dnil od piijmu vzorku do laboratofe.

Vysetteni RNA viru HCV se provadi kitem artus® HCV RG RT-PCR Kit (Qiagen), vysetieni DNA
viru HBV se provadi kitem artus® HBV RG RT-PCR Kit (Qiagen).

Indikace k vySeti‘eni:
— darci gamet nebo embryi s pldnovanou kryokonzervaci s ne-negativnim vysledkem
sérologického vysetfeni
— pacienti pred zahajenim 1écby s ne-negativnim vysledkem vstupniho sérologického
vySetieni
Omezeni metody: neni vhodnd heparinizovana krev, v tomto pifipad¢ je nutno pouzit specidlni
metodu izolace DNA. V piipad¢, Ze je pacient heparinizovan, je nutno upozornit na tuto skute¢nost
Vv zadance.

2.7.2.6 Primy prikaz DNA nékterych patogenu se vztahem k neplodnosti z cervikalnich nebo
uretralnich stéri, moce a ejakulatu metodou real-time PCR

Vysetfeni na pfitomnost DNA nékterych patogent se vztahem k neplodnosti (Mycoplasma hominis,
Ureaplasma sp., Chlamydia trachomatis) se provadi metodou real-time PCR kity RG detect (I1AB,
CZ). Vysetieni indikuje gynekolog (u zen) nebo urolog (u muzi).

Indikace k vySetieni:
— soucast vstupniho vySetfeni pfed zahajenim 1écby neplodnosti
— darci spermii (vySetfeni Chlamydia trachomatis z moce nebo ejakulatu)

2.7.2.7 Vysetieni delece exonu 7 a 8 v genu SMN1 metodou MLPA

Podle doporuceni Spolecnosti 1€katské genetiky z prosince roku 2014 se u darci gamet doporucuje
rozsifit spektrum genetickych vySetfeni o vySetfeni delece exonu 7 a 8 v genu SMNI1. Cilem je
eliminovat riziko narozeni ditéte se spindlni muskuldrni atrofii (SMA) u part s darovanymi
gametami.

Pouzity vySetiovaci kit: SALSA MLPA probemix PO60 SMA (MRC Holland).

Kit SALSA MLPA P060 SMA obsahuje nékolik specifickych sond, které se vdZou na vybrana
mista v SMN1, SMN2 genu. Smés sond pouzitd v tomto kitu je urena pro detekci deleci nebo
duplikaci v SMN1 a SMN2 genech; neni urcena pro detekci jinych mutaci, jako jsou malé bodové
mutace.

Indikace k vySetieni:
- Dérci spermii a darkyné vajicek po indikaci klinickym genetikem.
- Testovani rodinnych piislusnikti v rdmci ptipravy metody pro PGD monogenni choroby.
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Omezeni metody: neni vhodna heparinizovana krev, v tomto pifipadé je nutno pouzit specialni
metodu izolace DNA. V piipadé, Ze je pacient heparinizovan, je nutno upozornit na tuto skute¢nost
Vv zadance.

2.7.2.8 Vysetieni vybranych onkogenii (BRCA1, BRCA2) metodou NGS a MLPA

Muta¢ni analyza vybranych onkogeni (BRCAl1 a BRCA2) se provadi u pacienti
s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim a jejich rodinnych pftislusnikti podle indikace
klinického genetika na zéklad¢ doporuc¢eni SLG. Mutacni analyza/screening téchto genli umoziuje
potvrzeni genetického pozadi vzniku nadorového onemocnéni u postizenych jedincli a nésledné
prediktivni testovani jejich biologickych piibuznych. Asymptomatiéti nosi¢i mutace jsou zatazeni
do dispenzarizaéniho programu, ktery slouzi k vc€asnému zachytu mozného néadorového
onemocnéni.

Hereditarni syndrom nadoru prsu a/nebo ovarii je autozomalné dominantni syndrom s netiplnou
penetranci. Pfi¢inou je kauzalni (patogenni) mutace v tumor supresorovych genech BRCA1 nebo
BRCA2. Kumulativni riziko pro vznik nadoru prsu u nosi¢ek zarodeéné mutace v genech BRCAL a
BRCAZ2 je odhadovéano zhruba na 85% do véku 70 let. CeloZivotni riziko onemocnéni nadorem
vajeénikti se u nosi¢ek mutace v genu BRCA1 odhaduje na cca 40 — 60% a u nosi¢ek mutace
v genu BRCAZ2 dosahuje toto riziko cca 27%.

Mutacéni analyzy genti, provadéné standardnimi metodami (pfimé sekvenovéani a dalsi) jsou
technicky casové i finanéné velmi naro¢né. Sekvenovani nové generace (,,next-generation
sequencing“, NGS) je revolu¢ni technologie, ktera poskytuje levné, spravné a piesné informace o
genomické sekvenci. UmozZiuje paralelni sekvenovani multiplexd riznych DNA fragmentu.
Kombinace metody multiplex PCR (amplifikace specifickych cilovych sekvenci) s naslednym
resekvenovanim za vyuziti platformy firmy Illumina umoziuje resekvenovat a charakterizovat
Siroké spektrum genl nebo oblasti genli, zodpovédnych nebo podilejicich se na genetickych
onemocnénich, a to u mnoha pacientd soucasné. Tento metodicky postup umoziuje vysoce vykonné
a finan¢né efektivni sekvenovani, pfinasi ve vyrazné kratsi dobé spravné a piesné vysledky o velmi
vysoké vypovidaci hodnoté.

Systém Illumina MiSeq kombinuje osvédcenou technologii Sequencing by synthesis (SBS), ktera
umoziuje generovani klustert, sekvenovani a analyzu dat na jediném pfistroji.

Metoda MLPA je pouzivana pro detekci velkych intragenovych piestaveb, které jsou nyni metodou
NGS obtizné zachytitelné.

Kazdy nalez varianty s patogennim klinickym vyznamem je ovéfovan jinou metodou a vysledek
musi byt potvrzen vySetfenim vzorku z opakovaného odbéru periferni krve.

Indikace k vySeti‘eni:
- Onkologi¢ti pacienti s diagnostikovanym néadorovym onemocnénim a jejich rodinni
piislusnici
Vysetteni se provadi z plné nesrazlivé krve (KsEDTA).

2.7.3 Preimplantaéni geneticka diagnostika

2.7.3.1 Preimplantacni geneticky screening (PGS, screening aneuploidii)

PGS provadime metodou NGS (Next Generation Sequencing), metodou arrayCGH (technologie
DNA ¢ipt)) a metodou FISH, podle typu vySetfovaného materidlu, pozadavki klientii a indikace
klinického genetika. PGS metodou NGS je pouzivana pro screening vSech 24 chromozomi a pro
diagnostiku nebalancovanych strukturnich chromozomovych aberaci S minimalnim rozsahem
disbalance v rozsahu 2Mb). Vysetfeni se provadi na buiikach trofektodermu odebranych z embrya
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ve stadiu blastocysty, tedy 5. den od oplodnéni. Embrya po biopsii jsou vitrifikovana, vzorky
trofektodermu jsou vySetieny metodou NGS a pienos vhodnych embryi doporucenych k transferu je
naplanovan do nékterého z dalSich pfirozenych cykli zeny. V pfipadé, ze Iékat nebo klient ma
specificky pozadavek na Cerstvy transfer vySetfenych embryi, lze vySetiit vSech 24 chromozomu
Vv blastomerach z 3 dennich embryi metodou arrayCGH. Metoda arrayCGH umoziuje vySetieni
blastomer do 24 hodin a transfer lze provést 5. den po oplodnéni embryi. Ob¢ tyto metody, NGS 1
arrayCGH, vyzaduji odbér bun¢k do zkumavek se sterilnim PBS, ktery je do embryologickych
laboratoii dodavan z genetické laboratofe spolu s promyvacim roztokem PBS/PVP a mrazicim
stojankem. Metoda FISH na interfaznich jadrech je vyuzivana pro rychly screening vybranych
chromozomli nebo pro vySetieni strukturnich aberaci na blastomerach 3 dennich embryi.
Vysetienim osmi chromozoma (13, 15, 16, 18, 21, 22, X a Y) vylou¢ime 87% vsech
chromozomalnich abnormalit vyskytujicich se v preimplantacnich embryich.

72 hodin po oplodnéni jsou v embryologické laboratoii v IVF centru bioptovany 1-2 blastomery
Zz vhodnych embryi, nafixovdny na podlozni sklicko a odeslany s tadné¢ vyplnénym 10.401
Protokolem o fixaci do Genetické laboratote.

V piipadech, kdy je z medicinskych divodt indikovana volba pohlavi, napt. u chorob vézanych na
pohlavi nebo v ptipadech, kdy u partnera byla diagnostikovana mikrodelece na chromozomu Y, se
provadi hybridizace se sondami pro 5 chromozomu (X, Y, 13, 18 a 21). K transferu jsou potom
vybrana embrya s pozadovanym gonozomalnim komplementem.

Vysledek vysetfeni blastomer u cyklii s pozadovanym cCerstvym transferem je znam v optimalnim
ptipadé do 24 hodin po biopsii; transfer embryi po PGS je provadén 5. den po oplodnéni. Zpravy
z preimplantacniho vySetfeni embryi jsou vzdy v pisemné formé doruceny bezprostitedné po
dokonceni PGS do odesilajiciho IVF centra.

Indikace k vySetieni:
— opakované selhani implantace
— opakované spontanni aborty
- vek matky
— postizeny plod nebo narozeni postizeného ditéte v predchozi gravidité
— spermie ziskané metodou TESE
— gonozomalni mozaika u jednoho z partnert

2.7.3.2 Preimplantacni geneticka diagnostika chromozomovych aberaci (PGD translokaci a
jinych strukturnich chromozomalnich aberaci)

U nosi¢l balancovanych chromozomalnich aberaci je riziko vzniku nebalancovanych gamet, coz
miZze vést k opakovanym téhotenskym ztratdm nebo i k narozeni postizeného ditéte. Preimplanta¢ni
vySetieni strukturnich chromozomalnich aberaci v embryich se provadi bud® metodou NGS
v bunikdch trofektodermu nebo metodou FISH se specifickymi sondami pro derivované
chromozomy na blastomerach. K transferu jsou doporuena pouze balancovana embrya. Obé
pouzivané metody umi rozliSit balancované embryo od nebalancovaného, av§ak neumoziuji rozlisit
embrya s normalnim karyotypem od embryi s karyotypem s balancovanou chromozomalni aberaci.

Indikace k vySetieni:
- balancovana chromozomova aberace u jednoho z rodic¢t
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2.7.3.3 Preimplantacni geneticka diagnostika monogennich chorob

V indikovanych piipadech vyskytu autozomaln¢ dominantniho, autozomaln¢ recesivniho nebo X-
vazaného onemocnéni v rodin€ je mozno provést molekularné genetické vySetfeni na DNA z jedné
nebo né¢kolika bunék embrya metodou PCR. Vysetieni se provadi na blastomerach nebo bunkach
trofektodermu, proto je vzdy nutné mimotélni oplodnéni v IVF centru. Princip vySetieni je
individualni, zalezi na typu choroby, zda je ¢i neni znama kauzalni mutace; v piipad¢ nepiimé
diagnostiky a pouziti polymorfnich STS markerii na stupni informativnosti (genetickém
polymorfismu) rodinnych piislusniki. VZdy je nutna konzultace s klinickym genetikem a vlastnimu
vySetfeni musi predchézet optimalizace metody na useku molekularni genetiky.

Indikace k vySetieni:
— monogenni onemocnéni v roding
— prenaSeCstvi autozomalné recesivni choroby u obou partnerti
- de novo vzniklé monogenni onemocnéni u jednoho z partnerti planujicich rodi¢ovstvi

3 Manual pro odbéry primarnich vzorki

V této kapitole jsou popsany spravné zpusoby odbéru a identifikace primarnich vzorka
biologického materidlu, véetné uvedeni minimalniho mnoZzstvi pottebného pro jednotliva vySetieni.
Obsazené informace jsou dilleZité nejen pro pracovniky laboratofe, ale zejména pro odesilajici
I¢ékate a persondl zodpovédny za odbéry a oznafeni primarnich vzorktli, za manipulaci se vzorky
vV dobé od odbéru do transportu, za dodrzeni spravnych podminek transportu a pfedani vzorki a
zaddanek do Genetické laboratofe. Spravny zptisob odbéru primarnich vzorka a spravnd manipulace
snimi do doby pfevzeti v Genetické laboratofi jsou nezbytné pro spravny vysledek vySetieni.
Pracovnici provadéjici odbér primarnich vzorkll potvrzuji svym podpisem na Zadance, Ze odbér
primarniho vzorku byl proveden podle pokyni uvedenych v tomto manuélu.

Kazdy primarni vzorek (nddobka s biologickym materidlem) musi byt jednoznacné identifikovan a
do laboratofe musi byt dodan s nalepenym identifika¢nim Stitkem a s vyplnénou Zadankou o
vysetieni.

3.1 Identifikace primarniho vzorku

Vzorky biologického materialu bez Fadné identifikace se v laboratofi nesmi vyskytovat. Kazdy
vzorek biologického materialu musi byt oznacen nalepenym identifikacnim Stitkem, na kterém jsou
uvedeny takové udaje, aby byla zajisténa jednoznacna identifikace a nezaménitelnost vzorku.
Pracovnik provadéjici odbér vzorku nalepi na odbérovou nadobu identifikacni Stitek s témito
udaji:

— jméno a piijmeni pacienta

— rodné Cislo (Cislo pojisténce), datum narozeni nebo identifikacni ¢&islo pacienta

vygenerované v IVF centru (u nepojisténych cizincii — samoplatcti)

Za jednoznacné oznaceni vzorku odpovida pracovnik provadéjici odbér biologického materidlu.
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3.2 Zadanka pro laboratorni vySetieni

Pracovnik provadéjici odbér primarniho vzorku zapisuje na Zadanku:

— jméno a pifijmeni pacienta

- rodné ¢Cislo (Cislo pojisténce), datum narozeni nebo identifikacni ¢islo pacienta
vygenerované v IVF centru (u nepojisténych cizincli — samoplatcii)

— pokud neni mozné ze jména a rodného ¢isla identifikovat pohlavi pacienta, je nutno napsat
na zadanku, jedna-li se o muze ¢i zenu

— kod zdravotni pojistovny pacienta

— klinickou diagnézu pacienta

— titul, jméno a pijmeni, odbornost a identifikaéni &islo 1ékafe pozadujiciho vysetieni (ICP)
nebo jednoznacnou identifikaci pracovnika se zdkonnym opravnénim pozadovat laboratorni
vySetfeni nebo pouZzivat zdravotni informace; vzdy je nutné razitko a podpis lékate, spolu s
mistem pro zaslani zpravy a kontaktnimi udaji

- datum odbéru primarniho vzorku

— pozadovana laboratorni vySetieni

— typ primérniho vzorku

— identifikace osoby provadéjici odbér primarniho vzorku

Za spravnost vyplnéni zadanky zodpovida sestra, poptipadé jiny pracovnik povéfeny lékarem
indikujicim vysetieni. Lékat svym podpisem potvrzuje spravnost udajii na Zadance. Veskeré tdaje
musi byt vyplnény citelng.

Udaje psané rukou musi byt vzdy ¢itelné a pozadavky jednozna¢né formulované.

Pokud Zadanka chybi, neni moZné jednoznac¢né identifikovat biologicky material, nebo jsou
zakladni udaje necitelné, je laborator opravnéna vySetieni odmitnout.

3.3 Informovany souhlas

Informovany souhlas vySetfované osoby s genetickym laboratornim vySetfenim je soucasti 1ékaiské
dokumentace pacienta a je uloZen v karté pacienta. Vzhledem k tomu, Ze Geneticka laboratot
Sanatoria PRONATAL zajistuje vySetieni pro pracovisté skupiny PRONATAL medical group a
veSkerd lékarskd dokumentace pacientl je dohledatelna v ramci PRONATAL medical group, neni
vyzadovana fyzicka pfitomnost Informovaného souhlasu na pracovisti Genetické laboratote. Bez
1¢katskeé indikace neni mozné provést zadné genetické vySetteni. Indikujici 1€kaf je zodpoveédny za
spravné informovani pacienta pied genetickym vySetfenim. Zvlastni pozadavky pacienta, napt. jeho
nesouhlas sulozenim DNA po molekularné¢ genetickém vysSetfeni, uvede indikujici lékaf na
zadance; jinak se pfedpokldd4d souhlas pacienta suchovanim jeho DNA podle 3-SOP-SP-16
Archivace biologického materialu.

3.4 Pozadavky na urgentni vySetieni (STATIM)

Vzorky, u kterych je pozadovano ptednostni vySetieni (STATIM) jsou dodéavany do Genetické
laboratofe s zadankou vyplné€nou stejné jako u vzorktl zpracovavanych v bézném rezimu; zadanky
jsou navic oznaceny ¢ervenym slovem ,,STATIM®.
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Veskera cytogeneticka vysetieni bunék plodové vody a biopsie choria jsou STATIMové povahy,
zpracovavaji a vyhodnocuji se pfednostné. Na zadance o vysetfeni karyotypu z bunék plodové vody
a choriovych klkli se oznaceni STATIM neuvadi, protoze ptrednostni zpracovani vzorkd je dano
povahou vySetfované¢ho materialu.

V rezimu STATIM jsou dale provadéna ,.konfirmacni® vySetieni HCV a HBV metodou real-time
PCR u pacientii pied odbérem oocytt (OPU). U kazdého vzorku s pozadavkem konfirmace RNA
viru HCV si pfijimajici pracovnik ovétuje telefonicky v pfislusném IVF centru, zda se jednd o
vzorek STATIM.

3.5 Pouzivany odbérovy systém

Primarni vzorky biologického materidlu musi byt do laboratofe dodavany ve sterilnich
jednorazovych odbérovych nadobkach nebo zkumavkach. Vyjimku tvoii blastomery fixované na
podloznim sklicku pro PGS/PGD.

Odbérové nadoby na periferni krev:
= na cytogenetické vySeti‘eni:
zkumavky Vacuette NH Sodium Heparin se zelenym vi¢kem
= na molekularné geneticka vySetieni:
zkumavky Vacuette KsEDTA s fialovym vickem

Odbérové nadoby na krevni sérum:

VySetieni ze séra se provadi pfi ,,konfirmaci* sérologicky HCV nebo HBV ne-negativnich vzorki a
vzorky séra jsou zasilany z laboratofi AescuLab. Odbér a zpracovani primarnich vzorkd pro
sérologické vySetfeni stejné jako transport ne-negativnich vzorkti do Genetické laboratofe se tidi
ptislusnymi SOP. Biochemickd laboratoi skladuje séra pro dodate¢né analyzy pii teploté pod -
20 °C jeden mésic od pfijeti do laboratofte.

Odbérové nadoby na plodovou vodu:
zkumavky BD Vacutainer Z

Odbérové nadoby na biopsii choria:
zkumavky BD Vacutainer NH 170 1.U.

Odbérové nadoby na bukalni stéry:
zkumavka s kartackem nebo nylonové vytérky k PCR vysetieni

Odbérové nadoby na potracenou tkarn:
Sterilni zkumavka s malym mnozstvim fyziologického roztoku (1 ml)

Odbérové nadoby na blastomery a buiiky trofektodermu na PGD/PGS:

Pro FISH vysSetieni: podlozni sklicko s pfipravenymi vrypy podle Sablony (pfipravuje laborantka
IVF laboratoie)

Pro molekularné genetické vySetfeni (PGD monogennich chorob a arrayCGH): mikrozkumavka se
sterilnim PBS (do IVF laboratofe jsou dodavany pied odbérem blastomer nebo bunck
trofektodermu z Genetické laboratoie)
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Odbérové nadoby na stéry z cervixu a uretry:
odbérova souprava DispoLab 8155CDL RAYON

Odbérové nadoby na ejakulat:

Z ejakulatu se v genetické laboratofi vysetiuje pfitomnost DNA Chlamydia trachomatis. Odbér
ejakulatu se provadi v IVF centrech a do Genetické laboratofe jsou zasilany pouze alikvoty vzorki
odebranych a zpracovanych podle ptislusSnych SOP.

3.6 Priprava pacienta pred vySetienim

Pted odbérem biologického materidlu pro vysetfeni provadéna v Genetické laboratofi neni nutna
zadna zvlastni piiprava pacienta.

3.7 Postup pro odbér vzorku

3.7.1 Odbér periferni krve

Odbér periferni krve pro cytogenetické a molekularné genetické vysetfeni se provadi podle 1-PP-
Pmg-02: Odbér vzorkl (krev, moc¢, potracend tkan, stér z bukalni sliznice, stér z uretry, stér
Z cervixu) a nevyzaduje zadnou specialni pfipravu pacienta.

Krev se odebira z periferni Zily v loketni jamce. Paze se volné poloZzi, dezinfikuje se misto vpichu -
nesmi se pouzit dezinfekce s obsahem jodu, kterd by mohla byt pfi¢inou netspésné kultivace. Po
stabilizovani polohy se provede vpich jehlou S nasazenym néastavcem a pak se na néastavec nasadi
pfislusna zkumavka. Misto vpichu se zakryje ¢tvereckem z buni¢iny, opatrné se pfitlaci a vytdhne
jehla a ptelepi néplasti. Pacient je pozadan, aby si misto vpichu tiskl asi jest€¢ 5 minut a po 20
minutich si naplast odstranil.

Odbér pro cytogeneticka vySetreni (karyotyp):

Optimalni mnoZstvi odebrané krve je 4-5 ml, minimalné vSak 2 ml. Thned po odbéru je nutno
zkumavku promichat opakovanym opatrnym obracenim.

Zkumavka pro cytogeneticka vySetireni: VVacuette se zelenym vickem (NH Sodium Heparin).

Odbér_pro_molekulirné genetickd vySeti‘eni (mutace v CFTR genu, Y-delece, trombofilni
mutace, delece exonu 7 a 8 v.genu SMN1 a pro vySetieni mutaci ve vybranych onkogenech
(BRCA1, BRCA2)):

Optimalni mnoZstvi odebrané krve pro molekularné geneticka vysetfeni je 4-5 ml, minimaln¢ vSak
400 pl. Thned po odbéru je nutno zkumavku promichat opakovanym opatrnym obracenim.
Zkumavka pro molekularné genetické vySetieni: Vacuette s fialovym vickem (K3EDTA).

Uchovani vzorku a transport: Zkumavky s periferni krvi je mozno ponechat maximalné po dobu
4 hodin po odbéru pfti laboratorni teploté, pii delsi prodlevé do doby pfijmu v laboratofi je nutno je
uchovavat v lednicce pfi 2 az 8°C, chranit je pied zmrznutim nebo piehtatim, aby se zachovaly zivé
buiiky. Pfi transportu zkumavek s periferni krvi se postupuje podle 1-PP-Pmg-03: Transport
biologického materidlu. Vzorky se prepravuji v termonadob¢ s chladicimi vlozkami a teplomérem,
aby bylo mozno kontrolovat teplotu v termoobalu (2 az 8°C). Transport vzorkd periferni krve pro
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cytogenetické vysetfeni do Genetické laboratofe je nutno zajistit nejpozdéji do 24 hodin od odbéru.
Transport vzorkil periferni krve pro molekuldrné genetické vySetfeni do Genetické laboratofe je
nutno zajistit do 5 dnt.

Hlavni chyby p¥i odbérech krve:

Chyby vedouci k hemolyze vzorku:
Hemolyza vadi pfi izolaci DNA a nasledné PCR pti molekularné genetickych vysetienich.
Hemolyzu zptsobuje:

— pouziti vlhké odberové soustavy

— znecCisténi jehly nebo pokozky stopami jesté tekutého dezinfekéniho prostredku

— pouziti ptili§ uzkeé jehly, kterou se pak krev nasilné nasava

— prudké tfepani krve ve zkumavce (k tomu dochazi i pii neSetrném transportu krve ihned po

odbéru)
— pouziti nespravné koncentrace protisrazlivého ¢inidla

Chyby vedouci ke koagulaci vzorku:
Koagulace zpusobuje znehodnoceni vzorku biologického materidlu pii veSkerych vySetfenich
provadénych v Genetické laboratofi.
Koagulaci zptisobuje:
— pouziti nevhodné odbérové zkumavky bez protisrazlivého ¢inidla
— protrahovany odbér
— nespravné a nedostatecné promichani s protisrazlivym ¢inidlem v odbérové zkumavce

Chyby p¥i odbéru, skladovani a transportu vzorku:
— nevhodné zkumavky
— nespravné protisrazlivé ¢inidlo
— nespravné a nedostate¢né promichani obsahu zkumavky po odbéru
- nedostate¢né oznaceni zkumavky s odebranym biologickym materialem
— zkumavky po odbéru jsou potiisnény krvi
— krev byla vystavena teplu nebo mrazu
— krev byla vystavena pfimému slune¢nimu svétlu

3.7.2 Odbér krevniho séra

Krevni sérum je zasilano do Genetické laboratofe z laboratofi Aesculab pro ,konfirmacni®
vySetfeni pfitomnosti nukleovych kyselin virat HBV a HCV.

Uchovani vzorka a transport: Vzorky séra jsou do Genetické laboratofe dopravovany podle
pfislusnych SOP a PP.

V Genetické laboratoii jsou vzorky ihned po pfijmu uloZeny pfi teploté -18 az -25 °C az do doby
izolace DNA.

3.7.3 Odbér plodové vody a choriovych klki

Odbér plodové vody provadi vzdy 1ékar-gynekolog pod ultrazvukovou kontrolou podle 1-PP-Pmg-
04: Odbér vzorkt (plodova voda, choriové klky). Odbér plodové vody je provadén v indikovanych
piipadech u téhotnych od ukonceného 15. tydne gravidity.

Pii standardnim odbéru plodové vody je odsato do tii zkumavek BD Vacutainer Z asi 20 ml
plodové vody, coz je asi 5% celkového mnozstvi plodové vody, ktera se béhem néekolika hodin po
odbéru opét doplni. Minimalni mnozstvi plodové vody pro cytogenetické vysetfeni je 10 ml. Pro
molekularné genetické vySetfeni je minimalni mnozstvi 1 ml, optimalni jsou 2 ml.
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Odbér choriovych klka provadi vzdy 1ékar-gynekolog pod ultrazvukovou kontrolou podle 1-PP-
Pmg-04: Odbér vzorku (plodova voda, choriové klky). Biopsii choria je mozno provést u téhotnych
od 11. tydne gravidity po indikaci klinickym genetikem v ptipad¢ pozitivniho vysledku
prvotrimestralniho screeningu. Odebrané klky jsou odsaty do zkumavky BD Vacutainer NH 170
I.U.

Odbér plodové vody a choriovych klki je provadén na Pracovisti prenatalni diagnostiky, které se
nachdzi vbudové Genetické laboratofe PRONATAL, nebo na jiném pracovisti. Zpusob
objednavani pacienti, konzultace s klinickym genetikem, indikace k invazivnimu vysetieni plodu a
zpusob odbéru plodové vody je provadén podle postupti schvalenych v fizené dokumentaci
PRONATAL medical group.

Uchovani vzorki a transport: ProtoZe se odbér plodové vody a biopsie choria provadi ve stejné
budové a vzorky plodové vody a choriovych klki se zpracovavaji pfrednostné, je mozno je
uchovavat pfed nasazenim do kultivace po dobu nezbytné nutnou pfi laboratorni teploté. Pokud od
odbéru do nasazeni uplyne doba delsi nez 4 hodiny, uchovava se vzorek pfi teploté 2 az 8°C.

V ptipadé, Ze je plodova voda odebrdna na jiném pracovisti, je nutno pii transportu do laboratote
pouzivat termonadobu a transport provést pii teplot¢ 2 az 8°C podle 1-PP-Pmg-03: Transport
biologického materidlu.

Hlavni chyby p¥i odbéru plodové vody:
— odebrano malé¢ mnozstvi plodové vody

— odbér proveden pied ukoncenym 15. tydnem t€hotenstvi, hrozi riziko poskozeni plodu
— odebrana plodové voda je sangvinolentni (kontaminovana krvi matky)

Hlavni chyby p¥i odbéru choriovych klku

— odebrano malé mnoZstvi choria

— odebran vzorek z jediného izolovaného mista (riziko, ze nebude u plodu zachycen piipadny
mozaicismus)

- nadmérnd kontaminace vzorku matetskou tkani

3.7.4 Stér z bukalni sliznice

Stér z bukalni sliznice se provadi podle 1-PP-Pmg-02: Odbér vzorku (krev, mo¢, potracena tkan,
stér z bukalni sliznice, stér z uretry, stér z cervixu). Pacient je pozadan, aby si vyplachl usta Cistou
vodou, a poté odbér provadi sestra, ktera pacientovi vytie sliznice uUstni dutiny specidlnim
kartdckem nebo vytérkou (Dispolab, Omniswab). Vytér vlozi do Cisté oznacené zkumavky. Dba na
to, aby se Stétecek nezkontaminoval jinym biologickym materidlem, zejména jiné osoby.

Vytér je provadén pacientkdm pii soucasném odbéru plodové vody, aby bylo mozno porovnat
alelicky profil matky a plodu, ptipadné vyloucit kontaminaci vzorku plodové vody nebo biopsie
choria matefskou tkani.

Uchovani vzorkil a transport: Nezpracovany vzorek je mozno uchovavat po dobu krat$i nez 8
hodin pti pokojové teploté, po dobu delsi pak v lednici pfi 2 az 8°C maximalné 14 dni, poté je nutno
skladovat pfi -18 az -25°C.

Hlavni chyby pfi stérech z bukalni sliznice
— kontaminace bukalni sliznice potravou (je vhodné vyplachnout usta pfed odbérem vodou)
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V ptipad¢ vyrazné bakterialni kontaminace se mize snizit kvalita a trvanlivost vzorku.
— stér je nutno provadét primérenym tlakem, aby bylo odebrano dostate¢né mnozstvi bunék

3.7.5 Odbér potracené tkané

Odbér potracené tkané provadi vzdy 1ékar-gynekolog ve zdravotnickém zatizeni podle 1-PP-Pmg-
02: Odbér vzorku (krev, mog€, potracend tkan, stér z bukélni sliznice, stér z uretry, stér z Cervixu).
Material se sterilné vlozi do sterilni oznacené sterilni zkumavky smalym mnozstvim
fyziologického roztoku a s vyplnénou zadankou se odeSle do laboratofe co nejdiive po odbéru,
nejdéle do 24 hodin po odbéru.

Uchovani vzorki a transport: tkan je mozno uchovavat pred nasazenim do kultivace po dobu
maximalné 8 hodin pfi laboratorni teploté¢ a transport je mozno provést pii laboratorni teploté.
Pokud od odbéru do nasazeni kultivace uplyne doba del$i nez 8 hodin, uchovava se vzorek pfti
teploté 2 az 8°C a transportuje se rovnéz pii teploté 2 az §°C.

Hlavni chyby p¥i odbérech potracené tkané

— odbér nebyl proveden sterilné nebo do sterilni nadobky
— nastala kontaminace vzorku dezinfek¢énim roztokem
— misto fyziologického roztoku pouzit 5% roztok formaldehydu

3.7.6 Odbér blastomer a bunék trofektodermu pro preimplantaéni genetické vySetieni

Biopsie blastomer se provadi podle 4-SOP-Pmg-13: PGD.

Odebrané blastomery se fixuji na podlozni sklicko (pro vySetfeni aneuploidii nebo
chromozomalnich aberaci metodou FISH). Odebrany materidl pro vySetfeni metodou PCR pro
vySetfeni monogennich chorob, metodou arrayCGH a metodou NGS se ptenesou do sterilni
mikrozkumavky s PBS dodané z Genetické laboratoie.

Uchovani vzorki a transport: sklicko s fixovanymi blastomerami ulozené v transportni krabicce
je mozno po dobu krat$i nez 8 hodin uchovéavat pfi laboratorni teploté. Pokud skli¢ko bude
zpracovano do 48 hodin, uchovava se pii 2-8°C. Pti dobé delsi nez 48 hodin se sklicko skladuje pfi
-18 az -25°C. Transport je mozny vzdy pii normalni laboratorni teploté, s ohledem na kiehkost skla.
Transport ze Sanatoria PRONATAL zajistuji povefeni pracovnici iseku PGD co nejdfive po
biopsii blastomer v IVF laboratofi po telefonickém oznameni embryologa. Transport vzorkl pro
PGS/PGD ze spolupracujicich IVF center zajiStuje externi firma na zaklad¢ pisemné objednavky
(e-mail) z IVF centra.

Material odebrany pro molekularné geneticka vysetfeni (metodou NGS, arrayCGH a PCR) a
umisténé do mikrozkumavky s PBS jsou po odbéru umistény v chlazeném stojanku (-18 az -25°C) a
ptevezeny v chlazené termonddobé s termovloZzkami do Genetické laboratofe.

Hlavni chyby pfFi odbéru a transportu blastomer nebo bunék trofektodermu

— odebrana blastomera neobsahuje jadro

— pii fixaci dojde k deformaci jadra

— jadro pfi zasychani kapky fixacniho roztoku odputuje mimo vryp

— chybné nebo chybéjici oznaceni jader nebo embryi

— pfichyceni bun¢k na sténu pipety nebo zkumavky

— rozstiiknuti obsahu zkumavky pfi transportu neSetrnym zachazenim nebo nedodrzenim
transportni teploty



Strana 23 (celkem 36)
PRONATAL s.r.o.
Rizeny dokument: LP-SP-GL-03
Vydani: 7

3.7.7 Stér z cervixu, uretry

Stéry z cervixu a uretry se provadi sterilni odbérovou soupravou DispoLab 8155CDL RAYON
podle PP Odbér vzorka.

Uchovani vzorki a transport: odebrané vzorky je mozno po dobu krat§i nez 8 hodin uchovavat
pti laboratorni teploté. Pti dobé delsi nez 8 hodin se vzorky uchovavaji a rovnéz transportuji pii 2-
8°C.

3.7.8 Odbér moce

Mo¢ pro molekularné genetické vySetieni se odebird do sterilni zkumavky (mocova se zlutym
uzavérem) podle 1-PP-Pmg-02: Odbér vzorku (krev, mo¢, potracend tkan, stér z bukalni sliznice,
stér z uretry, stér z Cervixu).

Uchovani vzorki a transport: odebrané vzorky je mozno po dobu kratsi nez 8 hodin uchovavat
pti laboratorni teploté. Pti dobé delsi nez 8 hodin se vzorky uchovévaji a rovnéz transportuji pii 2-
8°C.

3.7.9 Odbér ejakulatu

Odbér ejakulatu probiha podle SOP 6-SOP-Pmg-03: Zisk ejakulatu.

Uchovani vzorkii a transport: odebrané vzorky (alikvoty) jsou do Genetické laboratore
transportovany pti 2-8°C.

3.8 Operace se vzorkem, stabilita, transport

Odbér primarnich vzorkli probiha ve vSech centrech, kterd jsou soucésti integrovaného systému
PRONATAL medical group, a ve spolupracujicich IVF centrech, se kterymi ma PRONATAL
medical group uzavienou smlouvu o poskytovani PGS/PGD vySetfeni. Odebrané vzorky
biologického materidlu je nutno dodat do Genetické laboratofe v dobfe uzavienych odbérovych
nadobkach, nejlépe v den odbéru. Transport primarnich vzorkl zajist'uje externi firma (viz pracovni
postup 1-PP-Pmg-03: Transport biologického materidlu.) Podminky transportu biologického
materidlu pro jednotlivd vySetfeni jsou uvedeny v pracovnim postupu 1-PP-Pmg-03. Za vhodné
zabaleni a spravné oznaceni vzorkil odpovida ptredavajici. Za dodrzeni piedepsanych podminek
transportu odpovida fidi¢ prevazejici vzorky.
Ptfedevs§im musi byt zajisténo:
— doprava primarnich vzork musi byt rychlé a Setrna
— musi byt dodrZen ¢as a podminky transportu
— Zzadanky musi byt umistény oddélen¢ od zkumavek se vzorky, aby nedoslo k pfipadnému
potiisnéni Zadanek pti ndhodném poruseni celistvosti zkumavek
— vzorky vyzadujici transport pii 2 — 8°C se prepravuji ve specialnim termoobalu s chladici
vloZkou a vloZenym teplomérem
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3.9 Zakladni informace k bezpecnosti pri praci se vzorky

Obecné zasady bezpecnosti prace s biologickym materidlem jsou obsazeny ve Vyhlasce
Ministerstva zdravotnictvi ¢. 306/2012 Sb. o podminkach pfedchazeni vzniku a Sifeni infekénich
onemocnéni a o hygienickych pozadavcich na provoz zdravotnickych zafizeni a ustavl socidlni
péce.

Na ziklad¢ této vyhlasky byly stanoveny tyto zédsady pro bezpeCnost prace s biologickym
materidlem:

- kazdy primarni vzorek je nutné povazovat za potencialné infekéni,

- zadanky ani vné&jsi strana zkumavky nesmi byt kontaminovany biologickym materidlem — toto je
diivodem k odmitnuti vzorku,

- vzorky jsou pfepravovany v uzavienych zkumavkach, které jsou vlozeny do stojanku nebo
prepravniho kontejneru tak, aby béhem piepravy vzorku do laboratofe nemohlo dojit k rozliti,
pottisnéni biologickym materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku.

Geneticka laboratof a vSechny spolupracujici subjekty jsou povinny tyto pokyny aplikovat v plném
rozsahu.

3.10 Informace k dopravé vzorki

Svoz vzorkii do GL zaji$t'uje externi svozova sluzba.

Ridi¢ pievezme vzorky a dokumentaci, kterou p¥ipravi pracovnici jednotlivych center zodpovédni
za odbéry. Po zkontrolovani poctu a celistvosti zkumavek umisti vzorky a dokumentaci do
transportniho boxu. Vzorky dopravi do Genetické laboratore PRONATAL. Informace o pribéhu
transportu jsou sledovany v ptislusnych zaznamech.

RezZzim svozu si tidi pfisluSna centra dle stanovenych pravidel. Nutnou aktudlni zménu konzultuji
s pracovniky laboratofe (napf. akutni zménu casu svozu).

4 Preanalytické procesy v laboratori
4.1 Prijem vzorki v Genetické laboratori
4.1.1 Identifikace pacienta na Stitku zkumavky

VSsichni pracovnici Genetické laboratofe jsou zaskoleni pro piijem vzorkti podle 3-SOP-SP-06
Piijem primarnich vzorkii do GL. Pfijimajici pracovnik zkontroluje neporusenost zkumavek
S primarnimi vzorky, zda jsou zfetelng, ¢itelné a Gpln€ vyplnény identifikacni Stitky a zda souhlasi
udaje na Stitkdch sudaji na Zadankéach. V pfipadé¢ nejasnosti nebo nelplného vyplnéni
pozadovanych povinnych udaji na zadance nebo odbérové zkumavce, se ihned po zjiSténi
nedostatku postupuje podle kapitoly 4.1.2.

Po této kontrole jsou vzorky zapsany do LIS, jsou jim vystaveny Laboratorni poukazy a
automaticky pfifazeno ¢islo GL. Pro kazdy vzorek jsou vytiStény Stitky s identifikacnimi udaji,
které se pro konkrétni vzorek pouzivaji v prubéhu laboratorniho vysetieni na oznaceni zkumavek a
protokolti.
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Do databaze LIMS se zapisuje:

— jméno a pifijmeni pacienta

- rodné ¢&islo (RC), &islo pojisténce nebo vygenerované &islo pacienta, ze kterého Ize odvodit

pohlavi pacienta, ptipadn¢ datum narozeni a pohlavi

— jméno a identifika¢ni udaje odesilajiciho 1¢kate

- kod diagnozy

— kod zdravotni pojistovny

— typ primarniho vzorku

— datum odbéru vzorku

— pozadovana vysetfeni

— ¢islo GL (generuje se automaticky pii vystaveni Laboratorniho poukazu)
Dalsi evidence pacientt a vzorkui se provadi na jednotlivych usecich (usek cytogenetiky,
molekularni genetiky) podle zavedenych pravidel popsanych v 3-SOP-SP-06 Pfijem primarnich
vzorki do GL.

4.1.2 Kritéria pro prijeti nebo odmitnuti vadnych (nestandardnich) primarnich vzorku

Chyby zjiSténé pri prijimani vzorkiu:

1/ chybna identifikace

al vzorek nelze zpracovat:

Pfi zjisténém nesouhlasu identifikace na zadance a na zkumavce se neprijmou a zlikviduji vzorky
Vv ptipad¢, Ze je dodan:

NEOZNACENY VZOREK - bez nalepeného stitku,

SPATNE OZNACENY VZOREK - na zadance je zcela jiné jméno, piijmeni nebo RC nez na
zkumavce.

Je proveden zaznam do Knihy neshod.

b/ informace l1ze doplnit, po doplnéni zapsat vzorek do LIMS a dale zpracovat:
NEDOSTATECNE ZNACENY VZOREK - ¢aste¢né nespravné jméno nebo RC, piipadné chybi
jedna cast identifikace na Stitku a na zZadance je kompletni identifikace pacienta, ale vzorek nelze
zaménit s jinym soucasné prijatym.

K RADNE OZNACENEMU MATERIALU CHYBI ZADANKA - po kontaktovani odesilajiciho
l1ékate je domluveno doruceni originalni zddanky. Ptijimajici pracovnik vzorek zapiSe do databaze,
vypisSe se patficnd dokumentace o piijmu vzorkd s pozndmkou o neshod¢ a vzorek je zpracovan. Pti
obdrzeni chybéjici Zadanky se dokumentace zkompletuje. Postup musi byt popsan v Knize neshod a
zadatel informovan. Je nutno zaznamenat kdo, kdy a skym situaci feSil. Sporné piipady fesi
vedouci laboratote.

K ZADANCE CHYBI VZOREK - piijimajici pracovnik kontaktuje odesilajiciho lékaie a pozaduje
dodani chybgjiciho materialu. Udaje o vzorku se zaznamenaji do Knihy neshod s poznamkou, Ze se
¢ekd na dodani vzorku. Do LIMS je vzorek zaevidovan az po doruceni primarniho vzorku do
laboratote.

2/ chyby na zadance

Pokud je vzorek jednoznacné identifikovatelny, ale chybi pouze nékteré udaje na Zadance, které
nemaji zasadni vliv na identifikaci vzorku (napt. datum odbéru, diagnoza, pojistovna) jsou po ustni
nebo telefonické domluvé s odebirajici sestrou nebo s 1ékafem pozadujicim vySetieni nebo z LIMS
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doplnény chybéjici udaje. Po doplnéni tidaji je vzorek zapsan do Knihy neshod se zapisem, CO a
s kym se fesilo a doplnilo.

3/ chyby pFi odbéru

Pti zjisténi chyb pfi odbéru vzorku (napt. nespravna zkumavka, malo materialu) je tato informace
zapsana na zadanku a pfijimajici pracovnik rozhodne, zda je mozné vzorek dale zpracovat piip.
s jakym omezenim. Pokud nelze néktera vySetfeni provést, je o tom zadatel informovan a divod je
zaznamenan do vysledkového listu.

GL je opravnéna nepfijmout zkumavku potiisnénou biologickym materidlem.

4/ postup pri poruseni celistvosti odbérovych zkumavek

Zjisti-li prijimajici pracovnik, ze je odbérova zkumavka poskozena, pozada o novy odbér. Poskodi-
li se vzorek v laboratofi pii jeho zpracovani (rozbiti pii odstied’ovani), postupuje se obdobné.

U nenahraditelnych vzorka se vzorek zpracuje, pokud postatuje mnozstvi vzorku pro pozadované
vySetieni; tato skute¢nost se zaznamena do LIMS K ptislusnému vzorku, do pisemné dokumentace o
vzorku a do Knihy mimotadnych situaci. V ptipad¢ jakychkoliv nejasnosti ve vysledku vysetieni je
pozadovan novy odbeér.

5/ nekvalitni material
Vsechny informace o odchylkéch v kvalité biologického materialu jsou zaznamenany v pfislusnych
protokolech.

4.2 Manipulace se vzorky a skladovani materialu pied vySetienim

Vzorky periferni krve, bukalni stéry, stéry z cervixu nebo uretry a mo¢ zpracovavané na useku
molekularni genetiky jsou pfed vySetfenim skladovany v lednici na vyhrazeném misté pfi teploté 2-
8°C. Do 7 dni od odbéru je vyizolovana DNA. Pokud nelze DNA z primarniho vzorku vyizolovat
do 7 dni po odbéru (napft. z organizac¢nich divodit), vzorek se ulozi pfi -18 az -25°C na vyhrazeném
misté.

Vzorky séra pro konfirmacni vySetteni HBV a HCV se transportuji pii -18 az -25°C a pfi stejné
teplote se uchovavaji az do doby zpracovani.

Periferni krev pro cytogenetické vySetifeni je pied vySetfenim skladovéna na vyhrazeném misté
Vv lednici pii teploté 2-8°C.

Vzorky plodovych vod, biopsie choria a abortli jsou zpracovany do 24 hodin po pfijmu do
laboratofe. Pokud budou zpracovany do 4 hodin po piijmu, mohou se uchovavat pii laboratorni
teploté, jinak se uchovavaji na vyhrazeném misté v lednici pfi teploté 2-8°C.

Konkrétni postupy jsou uvedeny v SOP pro jednotliva vySetteni.

4.3 Spolupracujici laboratore a nejcastéji provadéna vysetieni

Laboratof vyuziva sluzeb smluvnich stitem urcenych laboratofi a konzultantd pro potvrzeni
(konfirmaci) a doplnéni svych vlastnich vySetfeni v pfipadé nejasného vysledku. Dale ma
nasmlouvany laboratofe pro ptipadny vypadek ve vlastnim provozu.
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Za vybér smluvnich laboratofi odpovidd vedeni Genetické laboratofe. Parametrem pro vybeér
laboratofi je jejich akreditace, statut diagnostické laboratoie schvalené SUKLem ¢i jiné reference.
Seznam smluvnich laboratoii je veden ve formuléfi 2.12. Seznam smluvnich laboratofi.

Dohody a smlouvy se smluvnimi laboratofemi jsou periodicky pfezkoumavany. Vysledkem tohoto
pfezkoumavani je aktualizace Seznamu smluvnich laboratofi.

5 Faze po vySetieni

VysSetfeni je ukonceno vypracovanim zpravy o vySetfeni (vysledkovy list), kontrolou udajii ve
zpravé opravnénou osobou a piipravou vysledkovych listi k odeslani indikujicim lékartm.
Laboratof neni opravnéna interpretovat vysledky pacientim, toto je vyhradn¢ v kompetenci 1ékait
indikujicich vysetfeni.

Biologicky materidl je po vySetfeni uchovavan nebo likvidovan podle typu vySetfeni.

5.1 Skladovani primarnich vzorki, cytogenetickych preparati, archivace vzorku
S patologickym nalezem

Usek molekulirni genetiky:

Plna krev je uchovavéna v plivodnich zkumavkach po dobu vysetieni a do vydani vysledkl pfi 2-
8°C, pot¢ je likvidovana.

Stéry z bukalni sliznice a cervikalni/uretralni stéry jsou uchovavany v plivodnich zkumavkach
po dobu vysetfeni a do vydani vysledku pti 2-8°C, poté jsou likvidovany.

Primarni vzorky plodové vody a biopsie choria jsou beze zbytku zpracovany.

DNA u vzorktl s informovanym souhlasem pacienta s ulozenim a archivaci DNA je skladovéna pfi -
60 az -70°C podle 3-SOP-SP-16 Archivace biologického materialu.

DNA izolovand z primarnich vzorkl pacientl, ktefi si nepieji ulozeni a archivaci DNA, je po
vydani vysledki likvidovana.

DNA izolovana za Géelem stanoveni DNA patogenu (v cervikalnich/uretralnich stérech) je po
vydani vysledki likvidovana.

Primarni vzorky 1 izolovana DNA/RNA ke konfirmaci pfitomnosti nukleovych kyselin virdi HBV a
HCV jsou po vydani vysledki likvidovany.

Usek cytogenetiky:

PlIna krev je uchovavana po dobu 5 dnti od nasazeni bunécné kultury, poté je likvidovana.
Cytogenetické preparaty a zbylé bunécné suspenze jsou po vydani vysledki archivovany podle
3-SOP-SP-16 Archivace biologického materialu.

Veskeré cytogenetické preparaty s patologickym nalezem jsou archivovany podle 3-SOP-SP-16
Archivace biologického materidlu.

Usek PGD:

Skla s fixovanymi blastomerami jsou po vySetfeni a vydani vysledku skladovana 1 mésic pti 2-8°C
a poté likvidovana.

Blastomery po celogenomové amplifikaci DNA jsou uchovavany pii -80°C podle 3-SOP-SP-16
Archivace biologického materidlu.
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5.2 Likvidace biologického materiilu po vySetieni

Veskeré odbérové nadoby se zbytky primarnich vzorkl jsou po uplynuti nezbytné doby archivace
umistény do pfislusnych sbérnych nadob urcenych k likvidaci. Obdobné jsou likvidovany i ostatni
vzorky odvozené od primarniho vzorku (buné¢né suspenze, mikroskopicka skla atd.). Vzhledem k
potencialn¢ infekénimu charakteru vSech primarnich vzorka je s nimi po provedeném vysSetieni
nakladano jako s infekénim odpadem. Jejich likvidace se fidi Organiza¢ni smérnici OS-Pmg-

07 Nakladani s odpady a ptislusSnymi SOP.

5.3 Dodatecné vySetieni

Dodate¢né vySetfeni je mozné v zdvislosti na cCasovém intervalu mezi prvnim ndbérem a
dodateénym pozadavkem. V piipadé¢ dodatecného molekularné genetického vySetfeni z periferni
krve, plodové vody nebo biopsie choria, kdy pacient podepsal souhlas s ulozenim DNA, lze vzorek
dovysettit bez ¢asového omezeni, pokud je k dispozici dostatecné mnozstvi DNA.

Dodate¢né cytogenetické vySetfeni je mozné z opakované kultivace nebo z ulozené suspenze
lymfocytl periferni krve v zavislosti na Casovém odstupu a typu pozadovaného dodatecného
vySetteni; v ptipad€ delSiho casového odstupu je nutné provést opakovany odbér.

Na dodate¢né vysetieni pozaduje laboratof novou zadanku s indikaci klinického genetika nebo
ptvodni zadanku, kterou doplni klinicky genetik o pozadované doplitujici vysetieni. Zadanku vzdy
doplni klinicky genetik aktualni parafou, datem a razitkem.

6 Vydavani vysledki a komunikace s laboratoii
6.1 Uvoliiovani a vydavani vysledkua

Kontrola vysledku

Kazdy vysledek genetického vySetfeni je kontrolovan a vysledkovy list po vytisténi je podepsan
odpovédnou osobou opravnénou uvolnovat vysledky. Veskeré operace provadéné béhem vySetieni
jsou dohledatelné a autorizované podpisem pracovnika.

Vydavani vysledku

Geneticka laboratof vydava vysledky vysetteni vzdy v pisemné forme.

Zpravy jsou vytiStény v potfebném poctu kopii podle vnitinich ptedpisti laboratofe, zafazeny do
laboratorni dokumentace pacienta a odeslany podle typu vySetfeni indikujicim Iékaitim.

Pacientiim interpretuje vysledky vzdy lékaf s odpovidajici odbornosti.

Zpravy o cytogenetickém vySetfeni karyotypu a zpriavy o molekulirné genetickém vySetieni
jsou piedany klinickému genetikovi indikujicimu vySetfeni, ktery jediny komunikuje s pacienty a
informuje je o vysledku vySetieni.

PGD zpravy jsou dopraveny nebo odeslany do IVF centra tak, aby byly k dispozici 1ékati a
embryologovi provadéjicim transfer embryi. Bez pisemné zpravy nelze transfer embryi provést.

V ptipad¢ vysetieni patogeni se vztahem k neplodnosti a ,,konfirma¢niho® vysetfeni nukleovych
kyselin viru HCV a HBV metodou real-time PCR se vysledek vySetieni zapise pfimo do zadanky o
vySetfeni do piislusné kolonky, kompletné vyplnéna Zadanka se zkopiruje pro potfeby archivace
Vv laboratofi a original se odesle 1¢kati pozadujicimu vySetteni.
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V piipadé potfeby je mozna komunikace laboratote s 1€kafi telefonicky nebo emailem.

6.2 Telefonické sdélovani vysledki

Telefonicky se sd€luji pouze vysledky tzv. urychleného vySetfeni aneuploidii chromozomi
z plodové vody nebo biopsie choria metodou QF-PCR. Pracovnik provadéjici vySetieni sdéli
vysledek bezprostfedné po ukonceni vySetfeni a napsani Zpravy o vySetieni lékaii provadéjicimu
odbér. Ten v pfipadé, ze nebyly diagnostikovany zaddné aneuploidie, mize povéfit odpoveédnou
osobu, aby telefonicky informovala pacientku o vysledku vySetfeni. Povétena odpovédna osoba si
ovefuje kontrolnimi dotazy jméno, pfijmeni a rodné cislo pacientky a poté informuje pacientku
pouze o tom, Ze urychlené vysetieni chromozomt 13, 18, 21, X a Y metodou QF PCR jejiho plodu
je v poradku. Veskeré dalsi informace podava pacientce 1ékaf. Odpovédnou osobou se rozumi
pracovnik tiseku molekularni genetiky, ktery je zaskolen do vySetfeni aneuploidii chromozomi 13,
18, 21, X a'Y metodou QF PCR.

6.3 Vysledkovy list

Vysledkové listy maji rlizné formy podle typu vySetieni.
Vysledkovy list v podobé papirové obsahuje:
— identifikaci pacienta (jméno, piijmeni, RC nebo &islo pojisténce), ¢islo GL
— 1identifikaci laboratote, kterd vysledek vydala
— identifikaci vySetfeni
- identifikaci zadatele vySetieni
- datum odbéru primarniho vzorku
— typ primarniho vzorku
— kod diagnozy
— kod zdravotni pojistovny
— datum tisku zpravy
- vysledek vySetieni
— jméno a podpis osoby zodpovédné za vysledek
— jméno a podpis osoby kontrolujici a uvolitujici vysledkovy list, razitko laboratote
— jiné poznamky (napf. kvalita primarniho vzorku, ktera mohla neZddoucim zplsobem
ovlivnit vysledek).

Vysledkové listy jsou rozvazeny na centra v zalepenych obdlkach svozovou sluzbou. Vysledkové
listy urcené pro lékafe ordinujici v budové Genetické laboratofe jsou predavany lékaiim podle
zavedenych internich piedpist.

6.4 Poskytovani vysledkii vySetieni provedenych smluvni laboratori

Za dodani pozadovanych vysledkll vysetieni je zadateli odpovédnad Genetickd laboratof Sanatoria
PRONATAL a nikoli laboratofe smluvni. Vysledky vySetieni smluvni laboratofe jsou zpravidla
pouzity k doplnéni vysledkli vlastnich vySetfeni. V pfipadé potieby mohou byt tyto vysledky
doplnény vlastni interpretaci laboratoie, ktera vychazi i ze znalosti klinickych informaci o
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pacientovi. Vysledky vySetfeni ze smluvni laboratofe jsou pfilozeny k Vysledkovému listu
vytvofenému laboratofi a takto pfedany lékaii pozadujicimu vysetieni.

6.5 Uhrada vySetieni samoplatci a cizinci

Uhrady vySetieni samoplatcti a cizinct se ¥idi vnitinimi predpisy spole¢nosti PRONATAL medical
group.

Pacienti samoplatci odeslani ze Sanatoria PRONATAL plati mimo prostory laboratoie a v rezimu
uréeném vnitinimi smérnicemi spolecnosti.

Geneticka laboratoi vyhotovuje podklady pro fakturaci za genetické vySetfeni pro pacienty
z ostatnich center. Data pro fakturaci pfipravuje laboratot souhrnné jednou mési¢né.

6.6 Zmény vysledki a nalezi

A. Oprava identifikace pacienta

Opravou identifikace pacienta se rozumi oprava rodného ¢isla a zména nebo vyznamna oprava
pfijmeni a jména pacientil, pfip. zpisobu pojisténi.

Pracovnik laboratofe opravi data v databazi ptredepsanym zpiisobem, vedouci laboratofe opravu
zkontroluje, propusti vysledek, vytiskne novy vysledkovy list a odesle s pfipadnym komentaiem
indikujicimu lékafti.

Pti opravé pojistovny nebo drobnych opravach jména se na oddéleni nezasila novy vysledkovy list,
oprava se zaznamena v laboratoti v dokumentaci pacienta.

B. Oprava vysledkové ¢asti

Opravou vysledkové ¢asti se rozumi oprava (zména udajii) textové informace u odeslanych
vysledkovych listt.

Pokud néktery pracovnik zjisti, ze byl vysledek $patné stanoven a odeslan, informuje vedouciho
useku. Ten rozhodne, jak se vysledek opravi. Co nejdiive se domluvi s odesilajicim lékafem na
vyméné puvodniho vysledkového listu za spravny a na zméné€ zdznamu v lékarském informacnim
systému.

Laboratot eviduje opravu vysledkové ¢asti v LIMS a v databazi LUCIA. Zména nalezu musi byt
zaznamenana v dokumentaci pacienta s datem a jménem osoby odpovédné za tuto zménu.
V laboratoti je ulozen ptivodni vysledek a novy vysledkovy list s vysvétlenim, jaky byl divod
zmény nalezu.

C. Zaména biologického materialu odesilajicim oddélenim

Podobné se postupuje, pokud oznami odesilajici 1ékaf, Ze byl zaménén biologicky material. I
Vv téchto piipadech je tieba zaznamenat vSechny dulezité okolnosti. VeSkeré opravy s autorizaci jsou
v systému dokumentace GL dohledatelné. Pfi zdméné vzorku vypracuje pracovnik na piijmu
prohlaSeni o zaméné.

6.7 Doby trvani jednotlivych vySetieni od prijmu vzorku do laboratoie

e VysSetieni karyotypu z bunék periferni krve: 4 tydny (nemélo by ptesdhnout 8 tydni)
e VysSetieni karyotypu z bunék plodové vody a z tkani choria: 2 tydny (nemélo by
pieséhnout 4 tydny)
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e Urychlené vysetieni chromozomi 13, 18, 21, X a Y metodou QF-PCR z bunék plodové
vody a z tkani choria: 24 hodin (nemélo by pfesahnout 3 pracovni dny)

¢ Chromozomalni vySetfeni potracenych plodi: 4 tydny (nemélo by ptesahnout 8 tydni)

e Molekuliarné geneticka vySetieni indikovana klinickym genetikem: 1-2 tydny, obvykle
se kompletuji s vysledkem cytogenetického vySetieni a zpravy se spolecné predavaji
klinickému genetikovi

e VySetfeni trombofilnich mutaci FV a FII jako soucast vstupniho vySetfeni pacientek
pred hormonalni stimulaci: 10 pracovnich dni

e Vysetieni vybranych onkogenti (BRCA1, BRCA2) metodou NGS a MLPA: 6 mésict

e Konfirmacni“ vySetfeni - pfimy prikaz RNA viru HCV metodou real-time PCR: 24
hodin pfi pozadavku STATIM (OPU), jinak 2 tydny

e ,Konfirmac¢ni“ vySetieni - pfimy prikaz DNA viru HBV metodou real-time PCR: 2
tydny (pozadavek STATIM je u tohoto vysetieni irelevantni)

e Primy prikaz DNA nékterych patogeni se vztahem k neplodnosti z cervikalnich stéria
a moce metodou real-time PCR: 10 pracovnich dni

e Preimplantacni genetickd diagnostika metodou FISH (screening aneuploidii,
strukturni chromozomalni aberace): 24 hodin, nesmi pfesdhnout 48 hodin, u screeningu
aneuploidii 1ze vySetfeni v piipad¢ potieby provést do 8 hodin

e Preimplantacni geneticka diagnostika metodou arrayCGH (screening aneuploidii,
pripadné PGD Robertsonskych translokaci), vySetfeni blastomer: 24 hodin, nesmi
presahnout 48 hodin

e Preimplantacni geneticka diagnostika metodou NGS a nebo arrayCGH (screening
aneuploidii, pripadné PGD translokaci), vySetfeni bunék trofektodermu: aktudlné
podle instrukci embryologa a I¢kate v zavislosti na planovaném terminu embryotransferu

e Preimplantacni geneticka diagnostika monogennich chorob metodou PGH: V ptipadé¢
vySetfeni blastomer do 48 hodin, pfi vySetfeni trofektodermu aktualn€ podle instrukei
embryologa a lékafe v zdvislosti na planovaném terminu embryotransferu. Laboratof si
vyhrazuje 3 mésice na piipravu a optimalizaci metody PGH (testovani rodinnych ptislusnikt
a ur¢eni miry informativnosti STR markert).

NedodrzZeni o¢ekavaného ¢asu dodani vysledku

V laboratofi se mohou vyskytnou neocekdvané provozni problémy- napi. porucha pfistroje,
vypadek el. proudu. O zméné Casu dodani vysledk informuje laboratoi oddéleni, kterych se
problém dotkne, ptipadné se domluvi na pfednostnich vysetfenich.

Krizové situace fesi vedouci laboratofe, jednou z moZnosti je odeslani vzorku do spolupracujici
laboratofe.

6.8 Konzultaéni ¢innost laboratore

Upozornéni a komentafe k vysledkim ovliviiujici interpretaci jsou uvedeny Vv textové ¢asti
vysledkového listu. Individualni konzultace vysledki vySetfeni jsou umoZnény kontaktem
s odbornymi pracovniky laboratote.

Laboratot pribézné informuje vSechny klienty o zménach, které se tykaji laboratornich sluzeb,
umérné jejich zavaznosti. Mailem nebo telefonicky upozoriiuje vedouci laboratofe na chyby
objednavajicich oddéleni, informuje o aktualnich provoznich udalostech, zodpovida dotazy nebo
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reaguje na pripominky k praci laboratofe. Dilezité pokyny, které se tykaji vzajemné spoluprace,
jsou vydavany jako smérnice zavazné pro vSechna centra.

6.9 Zpisob FeSeni stiznosti

Postup pfi prevzeti a feseni stiznosti klientil je popsan ve vnitinich predpisech Pmg.
Veskera opatfeni a aktivity v rdmci kontroly kvality v Pmg smétuji k tomu, aby situace smétujici ke
vzniku stiznosti vibec nevznikaly. Kazdy pracovnik Genetické laboratofe je povinen pievzit
stiznost. Malo zavazné stiznosti vyfesi na misté a informuje vedeni laboratote. Zavaznéjsi stiznosti
pteda k feSeni vedeni laboratofe. Pro registraci stiznosti slouzi ptislusné formulare.

7 Prilohy

Nejsou
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1. Revizni list

Strana 34 (celkem 36)

Revize ¢.1 Revize ¢.2 Revize ¢.3
Datum revize 27.11.2017
Vysledek revize Dokument vyhevel — | Dokument vyhovél — | Dokument vyhovel —
nevyhovel* nevyhovel* nevyhovel*
Vydani 07
Revidujici odp. osoba | Mgr.P.Lonsky
Podpis

*) — nehodici se Skrinéte
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9 Rozdélovnik, zaznam o seznameni

ROZDELOVNIK
Rizené dokumentace &islo: LP-SP-GL-03

Cislo |Datum Funkce a jméno—prevzal a byl seznamen Podpis
Orig 1.12.2017 |Mgr. K Hrbkova — manazerka kvality ISM

1 1.12.2017 |RNDr. M. Kosatrova, PhD. — vedouci GL

2 1.12.2017 | www stranky (elektronicky)

3 1.12.2017 | P2 —J. Prochazkova (elektronicky) — provozni manazerka

4 1.12.2017 |P3 —Ing. P. Stefanova (elektronicky) — provozni manaZerka
5 1.12.2017 | P4 — Bc. B.Kozakova (elektronicky) — provozni manazerka
6 1.12.2017 | P5 — B.Zjakic (elektronicky) — provozni manazerka

7 1.12.2017 |P6 — M. Provaznikova (elektronicky) — provozni manazerka
8

9

10
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