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Laboratorni pfirucka .

A Uvod

A-1 Predmluva

Tato laboratorni priruc¢ka je urcena viem, kdo potfebuji pfehled nebo podrobné informace o
sluzbdch poskytovanych Laboratofi Iékafské a reprodukeni genetiky (ddle jen laboratof). Byla
zpracovdana v souladu s normou €SN EN ISO 15189:2013 Zdravotnické laboratofe — zvldstni
pozZadavky na jakost a zpUsobilost a datovym standardem MZ CR (ISO 15189 a Laboratorni
priruéka - Datovy standard MICR). Je soucdsti dokumentace managementu kvality
REPROMEDY.

Laboratorni pfirucka je dostupnd na webovych strdnkdch laboratofe www.repromedalab.cz
a na pozaddani bude poskytnuta viem, kdo projevi zdjem.



http://www.repromedalab.cz/
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B Informace o laboratori

B-1 Identifikace spoleénosti a dUlezité Udaje

REPROMEDA, s.r.o. je nestatni zdravotnické zafizeni — centrum reprodukéni mediciny a
genetiky.

Sidlo firmy REPROMEDA: Studentskd 812/6, 625 00 Brno, Ceskd republika
Statutarni zastupci:

MUDr. Katefina Veseld, Ph.D.

prim. MUDr. Jan Vesely, CSc.

ICO: 25557246

E-mail: info@repromeda.cz

Webova stranka: www.repromeda.cz

REPROMEDA s.r.o. poskytuje sluzby v oblasti reprodukeni mediciny a genetiky od r. 1999. Odr.
2010 md jaoko organizaéni slozku Laborator [ékafské a reprodukeni genetiky.

Sluzby v diagnostice a léEbé poruch plodnosti vsech typU poskytuje pojisténcim zdravotnich
pojistoven i samopldatctm, z Ceské republiky i zahranici.

B-2 Zakladni informace o laboratori
Adresa laboratore: Studentskd 812/6, 625 00 Brno
Telefonni &isla: +420 511 158 468

Provozni doba laboratore

Laborator: Pondéli az patek: 7.00 - 15.30
Prijem materidlu: Pondéli az pdtek: 7.00 - 15.00
Kontakini osoby:

MUDr. Katefina Veseld, Ph.D. - feditelka spolecnosti, kvesela@repromeda.cz

MVDr. Viasta Linkovd — vedouci laboratore — viinkova@repromeda.cz

Mgr. Miroslav Horidk, Ph.D. - zdstupce vedouci laboratofe — mhornak@repromeda.cz
Mgr. Eva Mikulikovd — manazer kvality, emikulikova@repromeda.cz

Bc. Eva Mdtlovd, DiS. — metrolog, ematlova@repromeda.cz
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B-3 Zaméreni laboratore

Laborator je zaméfena jednak na z&kladni cytogenetickd a molekuldrné-genetickd vysetieni,
jednak na specializovand vysetfeni bioptického materidlu z preimplantacni genetické
diagnostiky.

B-4 Uroven a stav akreditace pracovisté

REPROMEDA s.r.o. je drzitelem certifikédtu CSN EN ISO 9001:2009 (CSQ-CERT 167/QMS/2010) a
povoleni SUKL k &innosti tkdrfového zafizeni (suklsé5372/2009). Laboratof lékafské a
reproduk&ni genetiky je od r. 2011 akreditovdna podle normy CSN EN 1SO 15189 (CIA),
akreditované metody jsou vyznaceny v kapitole F.

B-5 Organizace laboratore, vybaveni a obsazeni

Laboratof je organizaéni soucdsti spolecnosti REPROMEDA. Vzorky krve, bukdini stéry,
bioptovany materidl z preimplantaéni genetické diagnostiky, pfipadné dalsi vzorky pro
vysetteni jsou odebirdny pracovniky REPROMEDY, po dohodé je moiné pfijmout i vzorky
odebrané na jiném pracovisti na zdkladé smlouvy, zahrnujici zaskoleni externich pracovnikd
pracovniky REPROMEDY a dodrzeni stanovenych podminek odbéru.

Laboratof mé& moderni vybaveni k provddéni cytogenetickych vysetfeni (vysetfeni karyotypu,
metoda FISH), tak i molekuldrné genetickych vysetfeni (PCR, DNA Cipy, kapildrni
elektroforéza, sekvenovdni, masivné paralelni sekvenovani).

Pracovnici laboratofe maji ndlezitou zdravotnickou i védeckou kvalifikaci v oblasti klinické
genetiky, cytogenetiky i molekuldrni genetiky. Pravidelné publikuji v odborném tisku.

B-4 Spekirum nabizenych sluzeb

Laborator vysetfuje vzorky krve ke stanoveni karyotypu zlymfocytl. U DNA izolované z
periferni krve, pripadné z dalich zdroj0, vysetfuje mutace v genech mimo jiné pro cystickou
fibrézu, spindlnim muskuldrni atrofii, syndrom fragilnihno X, tfrombofilni mutace, AZF oblasti a
mnoha dalsich. Ddle laborator vysetfuje pomoci panelové diagnostiky geny, které
personalizuji I€Cbu neplodnosti (odpovéd na hormondini stimulaci atd.) Pomoci Sangerova
sekvenovdni je laboratof schopna ovéfit jakoukoliv popsanou variantu lidského genomu.
Laborator se specializuje na celé spektrum preimplantacnich vysetieni u bioptdtd embryi od
screeningu aneuploidii pres strukturni aberace a translokace az po veskeré monogenni
choroby véetné komplexnich a kombinovanych diagndz a indikaci.

Podrobnosti jsou uvedeny v kapitole F.
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C Manudl pro odbéry primarnich vzorku

C-1 Zakladni informace

Odbér biologického materidlu musi probihat na zdkladé doporuceni, uvedenych v
Laboratorni pfiru¢ce nebo pracovnich postupech vyddvanych laboratofi. Dodrzeni téchto
pokyny je jednou z podminek pro sprdvné stanoveni a interpretaci vysledkd laboratofi. P
nedodrzeni uvedenych pokynd mudze byt vysetfeni zcela neUspé&sné, mize dojit ke zkresleni
stanovovanych hodnot a k chybné interpretaci vysledkd. To mize v disledku vést k
poskozeni pacienta nebo ke zbytecnému opakovdani odbéru vzorkd. Dirazné tak z&dddme
viechny interni i externi pracovniky, aby pokyny co nejpeclivéji dodrzovali.

Vzhledem k charakteru genetického vysetfeni je u viech vysetfeni provddénych laboratofi
povinny informovany souhlas pacienta s genetickym vysetfenim:

Pouéeni a souhlas vySeffované/ho (zdkonného zdastupce) s genetickym laboratornim
vySetienim

Pouéeni a informovany souhlas pdru s vykonem preimplantaéniho genetického testovani
aneuploidii (PGT-A)

Pouéeni a informovany souhlas pdru s vykonem preimplantaéniho genetického testovani
monogennich chorob (PGT-M)

(viz kapitola H)

C-2 Iadanky o vysetieni

Aby bylo zqjisténo ziskani vsech potrebnych UdajU pro dalsi postup vysetieni, jsou pouzivany
jednotné zaddanky

Zddanka o cytogenetické a molekuldrné genetické vysetieni

Z4danka o preimplantaéni genetické testovdani (PGT)
Preimplantation genetic testing requisition form

(viz kapitola H)

C-3 Pozadavky na urgentni vysetieni

Provddénd vysetteni nejsou takového charakteru, aby vyzadovala, s vyjimkou preimplanta&ni
genetické diagnostiky, urgentni vysetfeni. Tato vysetfeni maji absolutni prednost a musi byt
provedena co nejdiive od pfijeti vzorku, aby mohl byt proveden transfer Cerstvych embryi. Pri
vysetteni karyotypu jsou upfednostriovdni klienti, u kterych md byt proveden cyklus IVF.

Doba odezvy pii urgentnim pozadavku je uvedena v kapitole F této prirucky.
Standardni postup ostatnich vysetfeni je takovy, ze viechna jsou provadéna v poradi prijeti

vzorkl bezodkladné po nashromdzdéni dostate¢ného poctu vzorkd nutnych k efektivnimu
provedeni vysetteni.
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C-4  Ustni pozadavky na vysetieni

Vzhledem k charakteru genetického vysetfeni nejsou standardné pfijimdny Ustni pozadavky
na vysetteni. Klinicky genetik, gynekolog nebo klinicky embryolog mize telefonicky pozddat
o dovysetteni jiz vySetfovaného vzorku, pokud to okolnosti vyzaduji. Pracovnik laboratore,
prijimaijici telefonickou zddost, ovéfi, zda jde pozadované vysetfeni provést, poté pozddd o
dodate&né zaslani Zzddanky a zaddost zaznamend do piijmové knihy a zaijisti provedeni.

C-5 Pouzivany odbérovy systém

Laboratof standardné& pfijimd vzorky odebrané v REPROMEDE nebo pracovnikem
REPROMEDY do materidlu pfineseného z REPROMEDY na cizim pracovidti. Pokud je provddén
odbér na cizim pracovisti jeho pracovnikem, doddavd odbérovy materidl REPROMEDA, pokud
pracovisté nedisponuje vhodnym spotfebnim materidlem pro odbér vzorku. Vsechen
pouzivany materidl zajistuje nejvyssi moznou stabilitu vzorku a kvalitu pfi zpracovani v
laboratofi. Typy odbérového materidlu jsou vzidy uvedeny u jednotlivych vysetfeni v této
laboratorni prirucce.

C-5.1.0dbeéry krve

Veskery odbérovy materidl je jednordzového charakteru, pouzivany typ Vacutainer™. Krev
ke genetickému vysetieni nelze odebrat do 200 dni po transfizi krve a po transplantaci kostni
drené. V téchto pripadech je nutno postupovat podle schématu uvedeného v kapitole F u
jednotlivych vysetteni.

Vysetfeni Podminky odbéru Zkumavka Mnoistvi Skladovani
Karyotyp viz kapitola F zelend 1 zkumavka | 4-8°C, max. 72 h
Jind cytogenetickd vysetieni (FISH) | viz kapitola F zelend 1 zkumavka | 4-8°C, max. 72 h
Izolace DNA viz kapitola F velkd fialova 1 zkumavka fjri C. max. 14

C-5.2.0dbéry bunék z bukalni sliznice

Veskery odbérovy materidl je jednordzového charakteru, zbaveny stop DNA, enzymU a
inhibitord PCR s certifikGtem CE.

Vysefieni Podminky odbéru Souprava Mnoistvi Skladovani

Isohelix SK1,
Dri-Capsules

teplota mistnosti,
neomezeno

Izolace DNA viz kapitola F 1 soupravy

C-5.3.Preimplantacni geneticka diagnostika

Veskery odbérovy materidl je jednordzového charakteru, zbaveny stop DNA, enzymU a
inhibitor PCR s certifikatem CE.

Vysefieni Biologicky material Zpracovani Nosié

Chromozomové aberace blastomery, pdlocyty, trofoblast | lyza v pufru mikrozkumavka




Laboratorni pfirucka i A

Karyomapping | blastomery, pdlocyty, trofoblast | lyza v pufru | mikrozkumavka |

C-6 Priprava pacienta pred vysetrenim

Pacient musi byt frddné poucen o povaze vysetieni a podepsat informovany souhlas (viz H).
Specifické podminky jsou popsdny u jednotlivych typU vysetfeni v kapitole F.

C-7 Identifikace pacienta na zadance a
oznaceni vzorku

—_

Jméno a pfiimeni pacienta

Cislo pojisténce

Datum narozeni

Pohlavi

Cislo zdravotni pojistovny

Neni-li pacient pojistén, informace o zpUsobu Uhrady (samopldtce, faktura)
Kéd diagndzy podle MKN

Datum odbéru

W o N oA DN

Pozadované vysetieni

o

Zasilany materidl

J—
J—

. Identifikace indikujiciho pracovisté, jméno Iékarfe, podpis lékare, identifikacni Cislo
pracovisté

12. Pripadny pozadavek na urgentni vysetteni

viz kapitola H.

C-8 Odbeér vzorku

C-8.1.0dbeér krve

Odbér provddi ambulantni sestra, které je zodpovédnd za sprdvnost provedeni, identifikaci
pacienta, sprédvnost zaddanky a véasné doddni vzorku do laboratore.

1. Pacient predloZi v recepci karticku pojistovny (u vykonu hrazeného ze zdravotniho
pojisténi) a obcansky prikaz nebo pas.

2. Recepcni pfedd dokumentaci pacienta ambulantni sestre.
Sestra vyplni na z&kladé Udajd ve zdravotni dokumentaci Zz&ddanku.

Zkontroluje vSsechny pomuicky potfebné pro odbér. Vsechny zkumavky a musi byt
pfedem citelné a nesmazatelné oznaceny jménem, pfijmenim a rodnym &islem.

5. ldentifikujeme znovu pacienta jménem a rodnym Cislem.
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Usadime pacienta do kfesla s pevnou zddovou opérkou, trpi-li pacient nevolnosti pfi
odbérech, uloZime jej na vysetfovaci [0zko.

Vysvétlime pacientovi zpUsob odbéru.

U sedicich nemocnych sestra doporuéi vhodnou polohu paze, 1. podlozeni paze
opérkou bez pokréeni v lokti.

Pfi viastnim odbéru pacienta vyzveme k sevieni pésti. Zkontroluieme kvalitu Zilniho
systému. Pacient by nemél béhem odbéru pit ani zvykat.

Bezprosttedné pred odbérem se musi zkontrolovat kvalita jehly, stfikacky a zkumavek.

Skrtidlo by mélo byt piilozeno 7,5 — 10 cm nad mistem vpichu. Turniket smi byt aplikovdan
max. 1 minutu. Opakované poufZiti je mozné nejdfive po 2 minutdach.

Posoudime kvalitu Ziiniho systému v loketni jamce. Vzidy je nutné zabrdnit poranéni Zly
nebo paze zpUsobenou neocdekdvanym pohybem a to hlavné u déti.

Desinfikujeme misto vpichu desinfek&nim prostfedkem. Po desinfekci ponechdme lehce
zaschnout, abychom predesli hemolyze vzorku a pocitu pdleni v misté odbéru. Po
desinfekci uz nesmime palpovat zZilu a dotykat se mista vpichu.

Provedeme vpich.

Nejvhodnéjsi doba pro uvolnéni turniketu je, kdyz se ve zkumavce nebo stiikacce objevi
krev. Pfi v€asném uvolnéni turniketu se normalizuje krevni obéh a zabrdni se tak krvdceni
po odbéru.

Jehlu vyjmeme samostatné. Misto vpichu i s jehlou zakryjeme gdzovym cCtvereCkem,
iemné zatlacime a pomalym tlakem odstranime jehlu ze Zily. Pfitom dbdme, aby nedoslo
k poranéni pacientovy paze. Pacient chvili posedi v klidu a pfidrzi misto vpichu.

Po odbéru zakryjeme misto vpichu ndplasti s polstarkem.

Bezprosttedné po odbéru je nutné jehly umistit do kontejneru urcenému pro materidl s
biologickym rizikem.

Pokud se nepodafi odebrat dostatec¢né mnozstvi krve, provedeme venepunkci v nové
Zile. Opakované sondovdni jehlou je nepfipustné.

Jednotlivé zkumavky s pfidanymi ldtkami je nutno Setrné promichat pétindsobnym
pfevracenim.

Provedeme zdznam o odbéru do dokumentace pacienta a informujeme pacienta o
terminu doddani vysledkd.

Bezpecnostni aspekty odbéru krve

Kazdy vzorek krve je nutné povazovat za infekeni, proto je nutné zabrdnit kontaminaci
pokozky odebirajici osoby a veskerych pomUcek pouzivanych pii odbéru.

Manipulace s jehlami se musi provddét s maximdalini opatrnosti.
Je nutné zqjistit dostupnost Iékare u pfipadnych komplikaci pfi odbéru.
U malych déti je nutné zabrdnit prfipadnému poranéni.

Pfedchdzeni hematomu — pfi odbéru musime vc&as odstranit turniket. Pokud je mozné,
pouzivdme velkych povrchovych Zil a po odbéru doporucime pacientovi, aby pouzil
pfiméfené malého tlaku na misto vpichu.

Zadanky ani vné&jsi strana zkumavky nesmi byt kontaminovany biologickym matericlem.
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e Vzorky musi byt prepravovdny tak, aby béhem prepravy vzorku do laboratofe nemohlo
dojit k rozliti, potfisnéni biologickym materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku, tj.
vzorky jsou prepravovdny v uzavienych zkumavkdch, které jsou viozeny do plastovych
obald nebo do stojankd. Vzorky od pacientl s prenosnym virovym onemocné&nim musi
byt viditelné oznaceny.

e Pracovni oblecCeni, bezpe&nd obuv

e Rukavice — nemusi byt sterilni, ale musi se ménit po kazdém pacientovi

e Kniha Uraz0: po poranéni jehlou napsat — jméno pacienta, datum, o jaké poranéni se
jednd a jméno ordinujiciho Iékare

C-8.2.0dbér bukalniho stéru

Odbér provadi pacient presné podle instrukci na formuldri FO0057 Ndvod na odbér vzorkU
DNA stérem bukdini sliznice pomoci soupravy SK1 a kapslemi Dri-Capsules.

Vijinych pfipadech odbér provddi ambulantni sestra, které je zodpovédnd za sprdvnost
provedeni, identifikaci pacienta, sprdvnost zaddanky a véasné doddni vzorku do laboratore.

1. Pacient predlozi v recepci karticku pojistovny (u vykonu hrazeného ze zdravotniho
pojisténi) a ob&ansky prikaz nebo pas.
2. Recepcni pfedd dokumentaci pacienta ambulantni sestie.

Sestra vyplni na z&kladé Udajd ve zdravotni dokumentaci Zddanku.

4. Zkontrolujeme vsechny pomuicky potfebné pro odbér. Vsechny zkumavky musi byt
pfedem Citelné a nesmazatelné oznaceny jiménem, pfijmenim a rodnym cislem.

5. Identifikujeme znovu pacienta jménem a rodnym &islem.

6. Usadime pacienta a vysvétlime mu zpUsob odbéru

7. Pozdddme, aby otevrel Usta

8. Zkontrolujeme vzhled sliznice a otirdnim zdravého a cistého mista sliznice ziskdme

materidl.

9. Stéticku vioZzime ihned do odbé&rové zkumavky.

10. Provedeme zdznam o odbéru do dokumentace pacienta a informujeme pacienta o
terminu doddni vysledkd.

Bezpecnostni aspekty odbéru bukdlniho stéru

e Kazdy vzorek je nutné povazovat za infekéni, proto je nutné zabrdnit kontaminaci
pokozky odebirajici osoby a veskerych pomUcek pouZivanych pii odbéru.

e Z&danky ani vné&jsi strana zkumavky nesmi byt kontaminovdany biologickym materidlem.

e Vzorky musi byt pfepravovdny tak, aby béhem prepravy vzorku do laboratofe nemohlo
doijit k rozliti, potfisnéni biologickym materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku, tj.
vzorky jsou pfepravovdny v uzavienych zkumavkdach, které jsou viozeny do plastovych

obald nebo do stojankd. Vzorky od pacientl s pfenosnym virovym onemocnénim musi
byt viditelné oznaceny.

e Pracovni obleceni, bezpecnd obuv

e Rukavice — nemusi byt sterilni, ale musi se ménit po kazdém pacientovi
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Kniha Urazd: po poranéni napsat — jméno pacienta, datum, o jaké poranéni se jednd a
jméno ordinujiciho lekare

C-8.3.0dber biopsie embrya

Odbér pdlocytl, blastomer a trofoblastu provadi klinicky embryolog a jsou podrobné
popsdny v pracovnich postupech:

SOP Biopsie blastomer
SOP Biopsie pélovych télisek
SOP Biopsie trofoblastu

Manudl pro transportni PGD centrum

C-9 Mnozstvi vzorku

Mnozstvi vzorku je voleno tak, aby pokud mozno dovolovalo opakované vysetieni a na druhé
strané nezatézovalo prilis pacienta nebo bioptované embryo. Konkrétni Udaje jsou uvedeny
v kapitole F.

C-10 Nezbyiné operace se vzorkem, stabilita

RAdn& odebrany vzorek je vidy uchovdavdn pri teploté 4-8°C, maximdlné po dobu 72 h
v pfipadé cytogenetického vysetieni (karyotyp, FISH), nebo v pfipadé izolace DNA po dobu
maximdalné 14 dni, v origindini odbérové soupravé, chrdnén pred mechanickym poskozenim.
Bunky fixované na podloznim skle se uchovavaji pri laboratorni teploté, chrdnéné pred
vihnkosti a prachem. Izolovand DNA i amplifikovand DNA se uchovdavad pri teploté 4-8°C po
dobu maximdiné 72 hodin a archivuje po dobu minimdiné 5 let v mrazicich boxech pri
teploté -80°C. Lyzdt z biopsie embrya je moziné skladovat pri teploté 4-8°C po dobu
maximdlné 72 hodin, pfi teploté -18 az -25 °C po dobu maximdiné 30 dni. (SOP Transport
vzorku pro genetické vysetfeni a distribuce vysledku)

C-11 Zdkladni informace k bezpecnosti pri praci se
vzorky

Obecné zdsady strategie bezpecnosti prdce s biologickym materidlem jsou obsazeny ve

Vyhl&sce Ministerstva zdravotnictvi €. 195/2005 Sb., kterou se upravuji podminky pfedchdzeni

vzniku a Siteni infekEnich onemocnéni a hygienické pozadavky na provoz zdravotnickych

zafizeni a Ustavd socidini péce.

e Na zdkladé této vyhldsky byly stanoveny tyto zdsady pro bezpe&nost prdce s biologickym
materidlem:

e Kazdy vzorek biologického materidlu je nutné povazovat za potenciondiné infekeni.

e Z&danky ani vn&jsi strana zkumavky nesmi byt kontaminovdny biologickym materidlem —
kontaminace je divodem k odmitnuti vzorku.

e Vzorky od pacientl s pfenosnym virovym onemocnénim &i multirezistentni nosokomidini
ndkazou musi byt viditelné oznaceny.
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e Vzorky jsou prepravovdny v uzavienych zkumavkdch, které jsou viozeny do stojanku nebo
prepravnino kontejneru tak, aby béhem prepravy vzorku do laboratofe nemohlo dojit k
rozliti, potfisnéni biologickym materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku.

e Laborator Iékarské a reprodukéni genetiky dodrzuje tyto pokyny v plném rozsahu a
vyzaduie jejich dodrzovani od externich spolupracovnikd.

C-12 Informace k dopravé vzorky

Biologicky materidl je transportovdn povéfenym pracovnikem REPROMEDY v uzavieném
polystyrenovém boxu, dokumentace je pfendsena v obdlice. Veskeré vzorky a dokumenty
jsou preddavdny osobné pracovnikovi laboratore.

Doprava biologického materidlu od smluvnich zafizeni je provddéna kuryrem REPROMEDY,
Ceskou postou, Ceskymi drahami pripadné jinymi spolecnostmi opravn&nymi k poskytovani
kuryrnich sluzeb. Organizace transportu je fizend ve spoluprdci s laboratofi tak, aby byly
dodrzovdany viechny podminky preanalytické féze. Biologicky materidl je béhem transportu
ulozen v chladicich boxech dodanych laboratofi, materidl fixovany na podloznich sklech je
ulozen v ochrannych pouzdrech, dokumentace je ulozena v plastovych slozkdch. (SOP
Transport vzorkU pro genetické vysetieni a distribuce vysledki)

D Preanalytické procesy v laboratori

D-1  Prijem Zadanek a vzorkd

Priiem Z&ddanek a vzorkd probihd od 8:00 do 15:00 hodin. Po predchozi domluvé je moziny
prijem vzorkd také mimo tyto hodiny. Za piijem je odpovédny vzdy jeden konkrétni pracovnik,
ktery komunikuje s kuryrem, preddvaijicim materidl. Pfi prebirdni biologického materidlu jsou
pracovnici piijmu povinni zkontrolovat shodu Udajd uvedenych na zddance (prdvodce) s
oznacenim biologického materidlu.

NdleZitosti Zddanky a vzorky jsou feseny v oddile C této prirucky.
D-2  Kritéria pro odmitnuti vadnych primarnich
vzorku

Laborator pfi zpracovdni vyviji maximdlini Usili, aby zpracovala veskery materidl prijaty ke
zpracovani.

PTi pfijmu mdze nékdy bohuzZel dojit k rozpordm s definovanymi pravidly pro prijem materidlu a
mUZe byt nutné materidl odmitnout.

Odmitnout Ize:

e /&danku s biologickym materidlem, na které chybi nebo jsou neditelné zakladni Udaje a
neni mozné je doplnit na z&kladé dotazu osetfujiciho Iékare

e Pozadavek na doplnéni vysetfeni, pokud neni dodatecné doddna zddanka obsahuijici
pozadovand (doplnénd) vysetfeni,
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e /&danku nebo odbé&rovou nddobu znedisténou biologickym materidlem

e Nddobu s biologickym materidlem, kde neni zpUsob identifikace materidlu z hlediska
nezaménitelnosti dostatecny, za dostatecnou identifikaci materidlu se povazuje splnéni
uvedenych pokynU o nezbytné identifikaci biologického materidlu

e Nddobu s biologickym materidlem, kde zjevné doslo k poruseni doporuceni o
preanalytické fazi

e Neoznacenou nddobu s biologickym materidlem
e Biologicky materidl bez z&ddanky

e JestlizZe nastane shora uvedeny prfipad, je o této situaci informovdan zasilajici 1€kar
zpravidla telefonem. Tato uddlost je zaznamendna do Knihy zdvad.

D-3  Postupy pri nespravné identifikaci vzorku
nebo Zadanky

Veskeré ndsledujici postupy jsou zaznamendny do deniku Neshody na piijmu.

D-3.1.NeuUpInd identifikace na zaddance

Materidl je analyzovdn, identifikace je doplnéna telefonicky nebo na zdkladé vyzvy,
pfipojené k vysledku.

D-3.2.Nesoulad dodanych vzorky a pozadavky na zddance

Chybi-li materidl ke zpracovdni, je do komentdfe uveden zdpis, ktery typ materidlu nebyl
doddn a je telefonicky informovdn Iékaf nebo embryolog.

Prebyva-li materidl, je klient kontaktovdn k dopinéni pozadavkd a zasldni doplriujici Z&ddanky.

Pokud nejde o materidl z preimplantacni genetické diagnostiky, nelze-li klienta kontaktovat v
den prijeti materidlu, je materidl uskladnén s ostatnim materidlem dle pravidel pro uskladnéni
a klient je kontaktovdn ndsledujici den. Neni-li mozné klienta kontaktovat po dobu delsi nez 5
dnu, je vysledek archivovdan ve zvldstnich slozkdch s komentdifem o nemoznosti kontaktovat
klienta.

Pokud jde o materidl z preimplantaéni genetické diagnostiky, je kontaktovdn embryolog a je
vyzadddno doplnéni udajl.

D-3.3.Nedodand zadanka

Lze-li identifikovat klienta, je kontaktovdn k doplinéni pozadavkd a zasldni doplriujici Z&ddanky.
Nelze-li klienta kontaktovat, je pozadavek ulozen s dostupnou identifikaci, zablokovdn k
vyddani vysledkO.

Pokud nejde o materidl z preimplantacni genetické diagnostiky, nelze-li klienta kontaktovat v
den prijeti materidlu, je materidl uskladnén s ostatnim materidlem dle pravidel pro uskladnéni
a klient je kontaktovdn ndsledujici den. Neni-li mozné klienta kontaktovat po dobu delsi nez 5
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dnd, je vysledek archivovdan ve zvldstnich slozkédch s komentdiem o nemoznosti kontaktovat
klienta. Nelze-li identifikovat klienta, neni materidl ddle zpracovavdn ani uchovdvdn.

Pokud jde o materidl z preimplantacni genetické diagnostiky, je kontaktovdn embryolog a je
vyzaddna zddanka.

D-3.4.NeUpInd identifikace na biologickém materidlu

Odesilajici [ékarf nebo embryolog obdrzi informaci o odmitnuti nespravné identifikovaného
biologického materidlu telefonicky. Tato informace a piipadny zpUsob ndpravy je archivovdn
na zddance v dennim archivu.

V pfipadé nenahraditelného vzorku, napfiklad u preimplantacni genetické diagnostiky, bude
vzorek zpracovdn, ale vysledky nesmi byt vyddany, dokud za identifikaci a pfijeti vzorku nebo
za poskytnuti spradvné informace, nebo obojiho, nepfevezme zodpovédnost pozadujici I€kar
nebo osoba odpovédnd za odbér vzorku. V takovém pfipadé musi tato odpovédnd osoba
vydat prohldieni o sprdvné identifikaci materidlu. Na dokumentu nesmi chybét razitko Iékare
a podpis odpovédné osoby. Jestlize z jokéhokoliv divodu nelze tyto pozadavky spinit,
vysledek vysetieni nebude vyddn.

D-3.5.Nedodany biologicky materidl

Je proveden zdpis na zddanku, do komentdie je uvedeno sdéleni o nedodaném
biologickém materidlu. Zddanka se archivuje v dennim archivu.

D-4  Vysefiovdni smluvnimi laboratoremi

Laborator vysetfeni ve smluvnich laboratofich neprovddi a ani nepldnuje.
E Vyddavani vysledkd a komunikace s laboratori

E-1 Hlaseni vysledku v kritickych intervalech

Vyrazné patologické vysledky hldsi laborator ihned po jejich vyhotoveni bez ohledu na to,
zda bylo vysetfeni provedeno jako rutinni nebo urgentni pozadavek. Vysledek je vidy
sdélovan pouze lékafi a klinickému embryologovi (v pfipadé PGD). Hidseni vyrazné
patologického vysledku je vzdy uvedeno ve vysledném protokolu.

Typ vysetfeni Kritickd hodnota

Pfitomnost strukturni nebo zavazné numerické aberace
Karyotyp .

chromozomu
Vysetfeni mutaci Pfitomnost mutace v genech CFIR, GJB, delece exonl 7 a 8

PANelovou Diagnostickou |SMN1 genu, expanze trirepetice mimo normdini a Sedou zonu
Analyzou (PANDA) FMR1 genu
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Spindini muskuldrni atrofie | Delece exonU 7 a 8 v genu SMN1

Syndrom fragilniho X Expanze trirepetice mimo normdlini a Sedou zénu v gebz FMR1

PGD monogennich chorob
metodou karyomapping; |Pritomnost rizikového haplotypu/genotypu; pfitomnost strukturni
PGD monogennich chorob |nebo numerické aberace chromozom

metodou OneGene PGT

PGD chromozomovych

, Piitomnost strukturni nebo numerické aberace chromozomi
aberaci metodou MPS

E-2 Informace o formdch vydavani vysledku

Laborator vydavd vysledky laboratornich  vysetfeni po vyhotoveni viech vysledkd
laboratornich vysetfeni a jejich kontrole. Vysledky jsou standardné poskytovdny v tisténé
formé&, podle potieby Ize vysledky vydavat v nékolika vytiscich. Zafazeni tisténych protokold
do zdravotni dokumentace v REPROMEDE je zqjisténo povéfenym pracovnikem. REPROMEDA
zajisti pfeddni klientdm nebo spolupracujicim zdravotnickym zafizenim osobné nebo
doporucenou postou. Vysledky se vyddavaji v ceském nebo v anglickém jazyce.

Laboratorni ndlez — protokol viech provedenych (pozadovanych) vysetieni obsahuje:

e identifikaci laboratofe, datum odbéru vzorku a datum pfiimu v laboratori, cislo
laboratornino protokolu

e identifikaci pacienta (jméno, piijmeni, Cislo pojisténce, datum narozeni)

e identifikaci pozadujiciho Iékafe, pracovisté (jméno, adresa)

e datum vyddni vysledku

e vysetfovany materidl-systém (krev, biopsie embrya, bukdini stér apod.)

e vysledek vysetieni

e pozndmky, tykaijici se kvality biologického materidlu, kterd mohla ovlivnit vysledek

e komentdre

e identifikaci pracovnik( laboratore, povéfenych vyhotovenim a kontrolou laboratorniho
vysledku

E-3  Typy ndlezu a laboratornich zprdv a jejich
popis
Vysledky vysetfeni jsou vyddvdny formou protokolu:
Vysledek cytogenetického vysetieni

Vysledny protokol molekularné genetického laboratorniho vysetieni...
Vysledny protokol vysetfeni...

viz kapitola H.
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E-4 Vyddavani vysledki pfimo pacientim

Vzhledem k povaze genetického vysetfeni neni moziné vysledky piimo pacientOm vyddavat.
Vysledky jim prfeddva s prislusnym vysvétlenim Iékar.

E-5 Opakovand a dodateénd vysetieni

Dodatecnd vysetieni nebo opakovand vysetfeni ze vzorkd dodanych do laboratore se
provadéji za splnéni podminek uvedenych v kapitole C-04 Ustni poZadavky na vysetieni.
Opakovand nebo dodatecnd vysetieni jsou vidy provedena po Ustni telefonické dohodé v
zAvislosti na stabilité materidlu a na jeho dostateéném mnozstvi v laboratofi. Kritériem pro
opakovdni vysetieni je predeviim stabilita materidlu. Vidy je tfeba konzultace Zadatele s
pracovniky laboratore.

V piipadé, Ze je potieba opakovat vysetreni z divodu podezieni na nesprdvnost vysledku, je
toto opakovdni provedeno na ndklady laboratore. Pokud primdrni vzorek jiz neni k dispozici,
je zahdjena komunikace se Zadatelem vysetfeni ohledné moznosti opakovaného odbéru.

E-6 Imény vysledki a ndlezy

E-6.1. Oprava identifikace pacienta

Opravou identifikace pacienta se rozumi oprava rodného Cisla a zména nebo vyznamnd
oprava prijmeni a jména pacientd pred odesldnim protokolu o vysledku vysetieni.

Oprava identifikace (rodného Cisla nebo pfijmeni a jména) se provddi bud pfi zadavani
pozadavkyd, nebo v rdmci oprav databdze na zdkladé sdéleni klienta.

E-6.2. Postup laboratore pii vyddani nespravného nebo chybného
vysledku

Byl-li klientovi vyddn vysledek, ktery byl na zdkladé jeho upozornéni nebo na zdkladé vnitinino
podnétu v laboratofi znovu analyzovdn a byl-li odhalen rozpor mezi jiz vydanym vysledkem a
novym stanovenim, je vzdy proveden zdznam o neshodé.

Postup pro odstranéni neshody je ndsledujici:

e K zdznamu o neshodé je pripojen origindl vytisku s pdvodnim vysledkem, zdznam o
neshodé musi obsahovat zdroj odhaleni neshody, pUvodni vysledek, novy vysledek a
osobu zodpovidajici za opravu vysledku.

e Chybnd hodnota je v archivu nahrazena textem: Hodnota ..... je chybnd. Sprdvnd
hodnota je stanovena opakované, datum stanoveni, vysledek ....

e Vysledek je vyddn znovu se sprdvnou hodnotou a do komentdre vysledku je uvedeno, ze
se jednd o opravu vysledku ,,Cislo/datum/Cas” a jméno osoby, zodpovédné za zménu.
Laborator lékarské a reprodukéni genetiky pozaduje potvrzeni o prevzeti sprdvného
vysledku Iékafem (kopii vysledku lékarF potvrdi razitkem a svym podpisem)
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e Veskeré kroky tykaijici se opravy vysledku kond pouze jedna osoba, zdznam o neshodé
pofizuje vedouci laboratofe a hldsi manazeru jakosti, kontrolu opatfeni vzdy jind osoba
nez ta, kterd provedla opravu.

e P¥i distribuci opraveného vysledku obdrzi klient vZdy souvisejici vytisky vysledk. Je-li nutné
zjistit pOvodni hodnotu pred opravou, poskytne takovouto informaci manazer jakosti na
zAkladé odpovidajiciho zdznamu o neshodé.

e Dojde-li ke zméné vysledku, je o ni vidy |ékaf, resp. klient informovdn. Soubéiné s
informaci, kterd probihd Ustné, je vzdy klientovi dorucen opraveny vysledek.

E-7 Intervaly od doddni vzorku k vydani vysledku

Laborator eviduje Cas prijeti kazdého vzorku a na vysledkovém protokolu je uvedeno datum
uvolnéni vysledku.

Casové intervaly od doddni vzorku do laboratore k vyddani vysledku jsou uvedeny v kapitole
F-1.

E-8 Konzultaéni ¢innost laboratore

Laborator poskytuje lékafdm konzultaéni &innost ke viem poskytovanym sluzbdm. Kazdy
vysledek vysetieni je pred vytisténim a odesldnim klientdm zkontrolovdn. Je-li to vhodné, pak
u konkrétnich ndlezl provede vedouci laboratofe nebo jeho zdstupce interpretaci a zadd ji
do prislusného textového pole, které se tiskne soucasné s vysledkem, popfipadé je vysledek
konzultovdn s osetiujicim Iékafem.

E-9 ZpuUsob feseni stiznosti

Klienti (Iékafi pozadujici vysetfeni, pacienti) mohou poddvat stiznosti na tyto cinnosti
laboratore, zejména na:

e pribéh provddéni laboratorniho vysetreni

o vysledky laboratornich vysetreni

e zpUsob jedndni pracovnikd

e nedodrzeni ujedndni vyplyvaijicich z uzaviené dohody o provedeni vysetfeni, zejména
pak

e nedodrieni dohodnuté Ihity
Stiznosti Ize podat pisemné, Ustné, telefonicky, faxem nebo e-mailem. Kazdd stiznost je
evidovdana Ve formuldri FO0086 Stiznosti, pfipominky a podnéty uZivatell v Knize stiznosti.

V pfipadé pisemné podané stiznosti a ddle v pfipadé zavainé stiznosti je vidy nejpozdéji do
30 dnl vypracovdna a stéZovateli odesldna pisemnd odpoveéd na stiznost.
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E-10 Vyddvani potieb laboratori

Odbérovy materidl obstardvd REPROMEDA, laboratof vyddvd embryologické laboratori
pouze vysterilizované mikrozkumavky a sterilni pufr pro odbér materidlu k preimplantacnim
vysetrenim.
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F Laboratorni vysefreni poskytovand laboratori

F-1 Seznam vysetreni

V laboratofi jsou provddéna ndsledujici vysetteni, kterd jsou podrobné popsdna
kapitole:

e Vysetfeni karyotypu

e PGD chromozomovych aberaci metodou masivné paralelniho sekvenovdni (MPS)
e PGD monogennich chorob metodou karyomapping

e PGD monogennich chorob metodou OneGene PGT

e |zolace DNA pro molekuldrné genetické vysetreni

e Vysetfeni poctu kopii exonu 7 a 8 SMN1 genu pro spindini muskularni atrofii

e Vysetfeni poctu trirepetic v genu FMR1 pro syndrom fragilnino X

e Vysetreni mutaci PANelovou Diagnostickou Analyzou (PANDA)

v této
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F-2 Vysetreni karyotypu - akreditovand metoda

L

P~
L)
OV

) SlouZi k identifikaci numerickych a strukturnich chromozomovych aberaci
Ucel vysefieni zejména u pacientd s poruchami plodnosti a opakovanym potrdcenim a
ddrcd reprodukenich bunék.

Materidl Periferni Zilni krev, 5 ml

Karyotyp z periferni krve nelze vysetfit po transplantaci kostni dfené a do
200 dni po transfUzi krve — vysledkem by byl karyotyp ddérce.

Pokyny k odbéru Postup je nutno v téchto pfipadech konzultovat s vedouci laboratore.
Misto vpichu desinfikujeme pouze alkoholem (benzinalkoholem).
Of:lberova 1 zkumavka Vacutainer™ zelend (zkumavka s heparinem)
nadoba
Krdtkodobd kultivace (72 hodin) bunék periferni krve, zastaveni mitdzy,
zpracovani kultury, pfiprava mikroskopickych prepardtd, barveni
Metoda fro , . ! S , .
preparatu G-pruhovaci technikou, mikroskopické hodnoceni pomoci
pocitacové analyzy obrazu Lucia Karyo, stanoveni karyotypu.
Dostupnost Provdadi se denné

Standardné 8 tydnU, v piipadé dalsiho vysetifeni metodou FISH se doba

Odezva rutinni o
odezvy prodluzuje.

Odezva urgentni | -

SOP Cytogenetické stanoveni karyotypu z periferni krve
SOP SOP Kultivace bunék periferni krve a pfiprava prepardtu pro vysetfeni
karyotypu

F-3 PGD chromozomovych aberaci metodou MPS -
akreditovana metoda

i SlouZi ke zjisténi ztrat a prebytkl chromozomi a jejich casti za Ucelem
Ucel vysefieni diagnostiky chromozomovych numerickych a strukturnich aberaci u
embrya.

Bunky lyzované v lyzacnim pufru, DNA po celogenomové amplifikaci

Material metodou DOPIlify™

Pokyny k odbéru | viz SOP FO0418 Celogenomovd amplifikace metodou DOPIify

Odbérova Mikrozkumavka 0,2 ml
nadoba

Provedeni vysetfeni DNA pomoci MPS s vyhodnocenim ziskanych
Metoda sekvenacnich dat pomoci pfislusného software (viz SOP 00416

Preimplanta&ni genetické vysetfeni chromozomovych aberaci metodou
masivné paralelniho sekvenovdni)
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Dostupnost Provadi se po shromdzdéni dostatecného poctu vzorkd k vyuZiti kitu

Odezva rutinni 6 tydnU

Odezva urgentni | 30 hodin

SOP 00416 Preimplantacni genetické vysetfeni chromozomovych aberaci

SOP L ; -
metodou masivné paralelniho sekvenovani

F-4 PGD monogennich chorob metodou karyomapping -
akreditovand metoda

Ucel vyieffeni SlouZi ke zjisténi genotypu embrya pomoci nepiimé genetické
y diagnostiky vazebnou analyzou a k detekci chromozomovych aberaci
g Bunky lyzované v lyzacnim pufru, DNA po celogenomové amplifikaci
Material - . R
metodou Multiple displacement amplification
Viz SOP Biopsie blastomer, SOP Biopsie pdlovych télisek, SOP Biopsie
. trofoblastu, SOP Zpracovdni blastomer a pdlovych télisek pro PCR, SOP
Pokyny k odbéru . o . .
Celogenomova amplifikace metodou Multiple displacement
amplification
Odbérova Mikrozkumavka 0,2 ml
nadoba
Provedeni vysetfeni DNA pomoci SNP detekce na DNA cCipech
Metoda . PR
s vyhodnocenim pomoci pfislusného software
Dostupnost Provadi se po shromdzdéni dostatecného poctu vzorkd k vyuZiti kitu
Odezva rutinni 2 mésice
Odezva urgentni | 30 hodin
SOP SOP Preimplantacni genetickd diagnostika pomoci metody
karyomapping
F-5 Izolace DNA pro molekularné genetické vysetfreni
Ucel vyseffeni SlouZzi k izolaci DNA pro dalsi vysetreni
Materidl Periferni Zilni krev, 5 ml

Genetické vysetteni z periferni krve nelze provést po transplantaci kostni
Pokyny k odbéru | dfené a do 200 dni po transfuzi krve — vysledkem by byly hodnoty ddrce.
Postup je nutno v téchto pfipadech konzultovat s vedouci laboratore.

Odbérova

. 1 zkumavka Vacutainer™ velkd fialovd (zkumavka s EDTA)
nadoba
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Metoda Izolace DNA vazbou na silikatovou kolonku

Dostupnost Provadi se po shromd&zdéni dostateéného poctu vzorkd k vyuziti kitu
Odezva rutinni 14 dni

Odezva urgentni | 24 hodin

SOP

SOP Izolace DNA ze vzorku periferni krve |

F-6 Vysetreni poctu kopii exonu 7 a 8 SMN1 genu pro spindini
muskularni atrofii - akredifovand metoda

Ucel vysetieni

SlouZi ke stanoveni poctu kopii exonu 7 a 8 genu SMNI1. Delece téchto
exonU je v homozygotnim stavu je nejcastéjsi pricinou spindini muskuldrni
atrofie. Test slouZzi k zjisténi prenasedstvi této mutace u pacientd
podstupuijicich 1é¢bu neplodnosti a ddrcU reprodukénich bunék.

V pfipadé zachyceni homozygotni delece exonU je mozné stanovit
pocet kopii exonu 7 a 8 tako u genu SMN2 pro upresnéni progndzy
onemocnéni.

Materidl

Periferni Zilni krev, 5 ml

Pokyny k odbéru

Vysetteni SMN1 genu z periferni krve nelze provést po transplantaci kostni
dfené a do 200 dni po transfuzi krve — vysledkem by byly hodnoty ddrce.
Postup je nutno v téchto pfipadech konzultovat s vedouci laboratore.

Of:lberova 1 zkumavka Vacutainer™ velkd fialovd (zkumavka s EDTA)

nadoba
Izolace DNA, provedeni metody MLPA — hybridizace specifickych sond a
jejich ligace, amplifikace cilovych sekvenci gend SMNT a SMN2 metodou

Metoda multiplex PCR, fragmentacni analyza kapildrni elektroforézou na
genetickém analyzdtoru ABI 3130, analyza poctu kopii jednotlivych Usekd
pomoci softwaru GeneMarker. Pouzivd se kit firmy MRC-Holland SALSA®
MLPA® (probemix P040).

Dostupnost Provadi se po shromdzdéni dostatecného poctu vzorkd k vyuZiti kitu

Odezva rutinni 2 mésice

Odezva urgentni | 4 dny

SOP

Vysetteni spindlni muskuldrni atrofie metodou MLPA
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F-7 Vysetreni poctu trirepetic v genu FMR1 pro syndrom
fragilniho X - akreditovand metoda

Ucel vysetieni

SlouZi ke stanoveni poctu trirepetic v genu FMR1. Zvyseni poctu trirepetic
mUze byt pficinou Casného ovaridinino selhdni a jejich dalsi expanze
mUze vést k narozeni chlapce trpiciho syndromem fragilniho X. Provadi se
U Zen se snizenou ovaridini rezervou a u darcd reprodukenich bunék.

Materidl

Periferni Zilni krev, 5 ml

Pokyny k odbéru

Stanoveni poctu trirepetic v genu FMR1 z periferni krve nelze provést po
transplantaci kostni dfené a do 200 dni po transfuzi krve — vysledkem by
byly hodnoty ddrce.

Postup je nutno v téchto pfipadech konzultovat s vedouci laboratore.

Of:lberova 1 zkumavka Vacutainer™ velkd fialovd (zkumavka s EDTA)

nadoba
Izolace DNA, dvé po sobé jdouci analyzy poctu CGG repetic v genu
FMR1, metodou alelové specifické PCR a ndsledné detekci poctu

Metoda trirepetic pomoci kapildrové elekiroforézy na genetickém analyzdtoru
ABI 3130. Vizualizace amplifikovanych DNA Usekd a vyhodnoceni jejich
délky v softwaru GeneMarker. Pouzivd se kit AmplideX™FMR1 PCR
(Asuragen).

Dostupnost Provadi se po shromdzdéni dostatecného poctu vzorkd k vyuZiti kitu

Odezva rutinni 2 mésice

Odezva urgentni | 4 dny

SOP

Stanoveni poctu trirepetic v genu FMR1 metodou TP-PCR a fragmentacni
analyzou

F-8 Vysetreni mutaci PANelovou Diagnostickou
Analyzou (PANDA) - akreditovand metoda

Ucel vysetieni

SlouZi k vysetfeni nejCastéjsich mutaci zpUsobujicich genetickd
onemocnéni ve sttedoevropské populaci(Cystickd fibréza, Spindini
muskuldrni atrofie, nesyndromovd hluchota, Syndrom fragilni X), ddle jsou
vysetfovany trombofilni mutace, geny/varianty s klinickym vztahem k
neplodnosti, hormondini stimulaci, vyvoje embryi a t€hotenskym ztrdtam.
Provadi se zejména u pacient’ s poruchami plodnosti a opakovanym
potrdcenim a ddrcl reprodukénich bunék.

Materidl

Periferni Zilni krev, 5 ml

Pokyny k odbéru

Vysetfeni mutaci PANelovou Diagnostickou Analyzou z periferni krve
nelze provést po transplantaci kostni diené a do 200 dni po transfuzi krve
- vysledkem by byly hodnoty ddrce.
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Postup je nutno v téchto pfipadech konzultovat s vedouci laboratore.

Of:lberova 1 zkumavka Vacutainer™ velkd fialovd (zkumavka s EDTA)

nadoba
Izolace DNA, Vysetfeni probihd pomoci masivené paralelniho
sekvenovdni (MPS). Priprava knihovny, kterd obsahuje viechny
vysetfované regiony je pfipravovdna pomoci kitu ,,NEXTflex® Custom
Ifertility Amplicon Panel for Repromeda”, ktery byl vyvinut ve spoluprdci

Metoda Repromedy s Bio Scientific (Perkin Elmer®). Sekvenovdni probind na
pfistroji Myseq nebo Nextseq od llluminy®. Soucdsti vysetfeni PANDA je i
stanoveni poctu trirepetic (CGG)n v genu FMRI, které je provadéno jako
samostatny test dle SOP Stanoveni poctu trirepetic v genu FMR1
metodou TP-PCR a fragmentacni analyzou

Dostupnost Provadi se po shromd&zdéni dostateéného poctu vzorkd k vyuziti kitu

Odezva rutinni 2 mésice

Odezva urgentni | 1 tyden

SOP

Panelovd diagnostickd analyza variant lidského genomu metodou

masivné paralelniho sekvenovdni

F-9 PGD monogennich chorob metodou OneGene
PGT — akreditovana metoda

Ucel vysetieni

U monogennich onemocnéni zpUsobenych mutacemi v genech HBB,
CFTR, FMR1, BRCA1/2, HTT slouZi ke zjisténi genotypu embrya pomoci
nepfimé genetické diagnostiky vazebnou analyzou. Metoda je doplnéna
o pfimou detekci kauzdlni mutace u embryi (kromé genu HTT). Metoda
OneGene PGT umoznuje detekci chromozomovych aberaci.

Materidl

Bunky lyzované v lyzacnim pufru, DNA po celogenomové amplifikaci
metodou Multiple displacement amplification

Pokyny k odbéru

Viz SOP Biopsie blastomer, SOP Biopsie pdlovych télisek, SOP Biopsie
trofoblastu, SOP Celogenomovd amplifikace metodou Multiple
displacement amplification

Of:lberova Mikrozkumavka 0,2 m

nadoba
Vysetteni je zalozené na amplifikaci celého genomu metodou MDA
(Multiple Displacement Amplification) a ndsledné analyze priblizné 60-80
vysoce heterozygotnich SNP marker( v oblasti 2 Mb pfed genem a za

Metoda genem. V pfipadé gend CFTR, BRCAT, BRCA2 a HBB je soucdsti multiplexu

primeryd, popt. je do multiplexu primer( pfiddn i pdr primerd umoznujici
pfimou detekci kauzdini mutace. Vysetfované vzorky trofektodermu a
DNA rodicU, pripadné reference, jsou ndsledné podrobené piipravé

knihovny pro sekvenovdni a analyzované metodou NGS (PG-Seq,
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PerkinEimer). Detekce genotypu a analyza SNP dat se provadi pomoci
specializovaného software (OneGene PGT Tool, Repromeda).
Chromozomové abnormality viech chromozom jsou detekovany
pomoci analyzy poctu kopii na stejném principu, jako u metody PGT-A
(PG-Seq, PerkinElmer Applied Genomics).

Provadi se po shromdzdéni dostatecného podtu vzorkd pro analyzu PGT-

Dostupnost A, popr. PGT-M metodou OneGene PGT
Odezva rutinni 2 mésice
Odezva urgentni | 30 hodin

SOP

SOP Pfiprava preimplantacni genetické diagnostiky metodou OneGene
PGT, SOP Preimplanta&ni genetickd diagnostika pomoci metody
OneGene PGT, SOP Preimplantacni genetické vysetieni
chromozomovych aberaci metodou masivné paralelniho sekvenovdni,
SOP Stanoveni poctu trirepetic v genu FMR1 metodou TP-PCR a
fragmentacni analyzou




—
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Pokyny a instrukce

ZAkladni pokyny jsou uvedeny v kapitoldch C Manudl pro odbéry primarmich vzorkd, E
Vydavani vysledkd a komunikace s laboratofi a F Laboratorni vySetfeni poskytovand
laboratori. Dalsi instrukce, zejména ty, které se tykaji specidinich vysetfeni a interpretace
konkrétnich vysledkd budou poskytnuty pracovniky laboratore vidy podle konkrétni potieby.
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G Prilohy

Prilohy nejsou soucCdsti Laboratorni pfirucky, jsou pfistupné formou samostatnych fizenych
dokumentd.

Pouceni a souhlas vysetfované/ho (z&konného zdstupce) s genetickym laboratornim
vysetfenim

Pouceni a informovany souhlas pdru s vykonem preimplantacniho genetického testovdni
aneuploidii (PGT-A)

Pouceni a informovany souhlas pdru s vykonem preimplantacniho genetického testovani
monogennich chorob (PGT-M)

Zadanka o cytogenetické a molekuldrmé genetické vysetfeni
Z&danka o preimplantacni genetické testovani (PGT)
Preimplantation genetic testing requisition form

Vysledek cytogenetického vysetreni

Vysledny protokol preimplantacniho genetického testovani chromozomovych aberaci u
embryi /s klinickou interpretaci/

Vysledny protokol vysetfeni biopsie embrya pomoci karyomappingu

Vysledny protokol vysetfeni poctu kopii exonu 7 a 8 genu SMN1 pro spindini muskularni atrofii
(SMA)

Vysledny protokol vysetfeni poctu trirepetic (CGG)n v genu FMR1 (Fragilni X syndrom)
Vysledny protokol PAnelové Diagnostické Analyzy (PANDA)

ZA&kladni molekuldrné - genetické vysetfeni ddrkyné oocytU

Vysledny protokol vysetfeni CFTR genu metodou MPS

Vysledny protokol molekuldrné-genetického vysetfeni trombofilnich mutaci metodou MPS

Vysledny protokol vysetfeni poctu kopii exonu 7 a 8 genu SMN1 pro spindini muskuldrni atrofii
(SMA) metodou MPS

Vysledny protokol vysetfeni mikrodeleci oblasti AZF metodou MPS
Vysledny protokol molekuldrné genetického vysetieni GJB2 metodou MPS

Vysledny protokol vysetieni biopsie embrya metodou OneGene PGT
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H Odkazy

10.

1.

CSN EN ISO 15189:2013

Z&kon o zqjisténi kvality a bezpecnosti lidskych tkdni a bunék urCenych k pouiziti u
Clovéka a o zméné souvisejicich zdkonU (zdkon o lidskych tkdnich a burkdch)
296/2008 Sb.

Vyhl&ska o stanoveni blizsich poZzadavkd pro zaqjisténi kvality a bezpecnosti lidskych
tkdni a bunék uréenych k pouziti u Clovéka 422/2008 Sb.

Good Clinical Treatment in Assisted Reproduction - An ESHRE position paper, June
2008

Brdicka, R, Vrand, M, Otdhalovd, E, Stambergovd, A, Camajovd, J: Analytickd
validace metod molekuldrni genetiky uréenych pro analyzu lidského genomu CSN EN
ISO 15189:2007

Z&kon o zqjisténi kvality a bezpecnosti lidskych tkdni a bunék urcenych k pouiziti u
Clovéka a o zméné souvisejicich zdkonU (zd&kon o lidskych tkdnich a burkdach)
296/2008 Sb.

Vyhl&ska o stanoveni blizsich pozadavkd pro zqjisténi kvality a bezpecnosti lidskych
tkdni a bunék uréenych k pouziti u Clovéka 422/2008 Sb.

Good Clinical Treatment in Assisted Reproduction - An ESHRE position paper, June
2008

Brdicka, R, Vrand, M, Otdhalovd, E, Stambergovd, A, Camajovd, J: Analytickd
validace metod molekuldrni genetiky ur¢enych pro analyzu lidského genomu

ISO 15189 a Laboratorni piiruc¢ka - Datovy standard MZCR:
http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/CD DS3/hypertext/MZANH.htm

Vyhldska Ministerstva zdravotnictvi €. 195/2005 Sb.
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| Vysvétlivky a zkratky

aberace chromozomovd numerickd

odchylka od normdiniho poctu chromozom(

aberace chromozomovad strukturni

odchylka od normdini stavby chromozomd, napr.
franslokace, delece, inverze

komparativni (srovnavaci) genovd hybridizace

aCHG pomoci arrayi (DNA CipU) — totéZ, co arrayCHG

akreditace schvdleni, vy,Jodren{ duvéry od povérené a
kompetentni organizace

amplifikace zmnozeni napt. vytvorenim véetsino poctu kopii puvodni
molekuly

- odchylka od normdiniho poctu chromozomd, napr.

aneuploidie . . e =
frisomie (zvyseni poCtu chromozomu ze dvou na ffi)

biopsie ziskdni Zivé bunky nebo Cdsti tkdné k vysetieni

bioptdat bufka nebo Cdstecka tkdné, uréend k vysetreni
bufka casného embrya (dvoubunééné az

blastomera ) S -
osmibunécné stadium)

bukdlini z tvd&rové sliznice v dutiné Ustni

CFTR gen gen, jehoz mutace zpusobuje cystickou fibrézu

(mukovisciddzu)

cystickd fibroza

také mukovisciddza - vrozené recesivni dédi¢né
onemocnéni postihujici dychaci cesty, travici Ustroji,
pohlavni Ustroji, zpUsobené mutaci CFTR genu

pouzivaijici zobrazovaci genetické metody, napriklad

cytogeneticky FISH (viz ddle), na Urovni bunék
= Cesky institut pro akreditaci — akreditaéni a certifikacni
CIA . x ) .
autorita v Ceské republice
CSN Ceskd statni norma
DNA deoxyribonukleovd kyselina
embryo zarodek do 8. tydne vyvoje vCetng, poté nazyvdme

plod

embryolog klinicky

zdravotnicky pracovnik, zabyvaijici se diagnostikou
reprodukénich bunék a casnych embryi a oplozenim
mimo matersky organizmus a kultivaci Casnych embryi
mimo matefsky organizmus

EN

evropskd norma

mikrozkumavka

plastovd zkumavka kénického tvaru o objemu max. 3
ml, pouzivand zejména v molekuldrni genetice

ESHRE

Evropskd spolecnost lidské reprodukce a embryologie
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\Oy

FISH

fluorescencéni in situ hybridizace — vazba
komplementdrnich Usek( DNA

fixace

zpracovani vzorku, které zabranuje jeho znehodnoceni
a pripravuje jej na dalsi vysetreni

genom

soubor genU urcitého druhu nebo jedince

G-pruhovdani

barveni chromozom( s pomoci Giemsovy metody,
kterou se na chromozomech zndzorni charakteristické
prouzky

hybridizace

vzdjemnd vazba komplementdrnich molekul, zpravidia
znacené sondy na zvoleny typ DNA, coz umozni jeji
zndzornéni nebo uréeni mnozstvi

chromozomy

Buné&cné struktury viditelné zpravidla jen v prdbéhu
bunécného déleni, existuji viak i v interfdzovém jadre.
Kazdy chromozom obsahuje charakteristickou
sekvenci DNA a od ni odvozeny soubor gend.

in situ

na misté, napt. zndzornéniin situ umoziuje lokalizaci
urcité latky v rdmci buriky, bunééného jadra,
chromozomu apod.

interpretace

popis podstaty, vysvétleni

ISO

Mezindrodni organizace pro normalizaci (International
Organization for Standardization)

IVF

in vitro fertilizace - oplozeni mimo matefsky organizmus

karyotyp

popis mnozstvi a struktury chromozom® urcitého
jedince

kit

kompletni sada materidlu, umoznujici provedeni urcité
analyzy

kontaminace

znecisténi cizorodym materidlem, napr. bakteriemi,
viry, DNA z prostiedi

kultivace zde péstovdni v umélych podminkdch

kultura zde so/ubc/;r bunék péstovanych v umeélych
podminkdach

LUCIA KARYO kombinace hardware a software urceného k analyze
karyotypu

MPS masivné paralelni sekvenovani, 1€z zndmé jako next-
generation sequencing

marker znak, znacka

marker chromozom

strukturné abnormdlni chromozom, ktery nelze
identifikovat
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Zde predmét velikosti napriklad podlozniho skla, ktery
umoznuje provést analyzu nepatrného mnozstvi
biologického materidlu, Casto fadu analyz soucasné.

mikrocip Analyza probihd na poli slozeném z mnoha bodd
(mikroarray). Umoznuje napfiiklad provést
semikvantitativni stanoveni vzdjemného poméru
zastoupeni jednotlivych chromozomU a jejich Edsti.

s bunécné déleni, béhem néhoz je moiné pozorovat

mitdza A
chromozomy a jejich stavbu

MKN Mezindrodni klasifikace nemoci

MLPA multiple ligatin probe-dependent amplification

molekuldrné-geneticky

pouzivajici kvalitativni, kvantitativni nebo
semikvantitativni analyzu gend a jejich produktd

monogenni

zpUsobené jednim genem

multirezistentni

odolné k pUsobeni mnoha faktord, typicky napriklad
antibiotik

mutace genovd

zména jedné nebo nékolika bdzi v genu, kterd
zpravidla vede ke zméné jeho funkce

natér

zde tenkd vrstvicka bunék, fixovand na podloznim skle

nosokomidini

zpUsobené ve zdravotnickém zafizeni (napf.
nosokomidini infekce)

patologické

chorobné

polymerdzovd fetézcovd reakce pouzivand

PCR k namnoZeni malého mnozstvi DNA zpravidla pro dalsi
analyzu
preimplantacni genetickd diagnostika — metoda
PGD umoznuijici stanovit genetickou diagndzu u Casnych
embryi jesté pred jejich prenosem do délohy
PGT preimplantacni genetické testovdni, viz PGD
také poélové télisko - burika, kterd vznikd pfi zracich
o6locyt délenich vajicka a nemd dalsi vyvojovy potencidl —

slouZi k ,,odloZeni* nadbyte¢né sady chromozomi
nebo chromatid

preanalytické

Ukony probihaijici pred viastnim laboratornim
vysetfenim

preimplantacni

probihgjici pfed implantaci (embrya do délozni
sliznice)

referenéni srovndvaci
reprodukeni majici vztah k rozmnozovdni

zpétny, napft. reverzni transkriptdza katalyzuje proces
reverzni prepisu genetické informace z ribonukleové kyseliny

(RNA) ,,zpét" do deoxyribonukleové kyseliny (DNA).
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zde molekula s navdzanou fluorescencni znackou

sonda schopnd se vdazat na urcitou strukturu, napriklad Usek
DNA
SOP Standard Operation Protokol — popis standardniho
pracovniho postupu
metoda nebo jeji vysledek, kdy biologicky vzorek se
stér ziskdvda setfenim (napriklad setfenim sliznice vatovou
Stétickou, na které ulpi epitelové bunky)
i 1. zbaveny choroboplodnych zdrodkd
sterilni ,
2. neplodny
) Statni Ustav pro kontrolu 1€Civ — autorita povolujici
SUKL mimo jiné pracovat s lidskymi burikami a tkdnémi
urcenymi k Iécebnému pourziti
__— zde pomUcka k omezeni nebo zastavend krevniho
Skrtidlo . NN
obéhu v koncetiné
TP-PCR triple-primed PCR
transfer prenos (napf. embryotransfer — prenos embrya do

d&lohy)

franslokace

premisténi, napriklad chromozomovd translokace
znamend premisténi Casti jednoho chromozomu na
jiny — patfi mezi strukturni chromozomové aberace

tfrofoblast

Cast Casného embrya, z néjz se vyvijeji plodové obaly,
ne samotné embryo

turniket

zde skrtidlo (viz vyse)

Vacutainer™

uzavieny systém pro odbér krve zvysujici bezpecnost
odbéru pro pacienta i persondl

venepunkce odbér krve ze Zily

vizualizace zviditelnéni

wild-type nemutovany

Zila céva vedouci krev smérem k srdci

Zilni krev krev z periferni Zily, vhodnd& pro vétsinu vysetieni
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