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provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

1. Uvod

Cilem tohoto dokumentu je informovat Iékafe a zadatele o laboratorni vysetieni o nabidce nasich
sluzeb a poskytnout zdravotnickym pracovnikiim potfebné informace pred vlastnim vySetfenim,
z jeho priib¢hu a po vysetfeni.

Tato pfirucka je jednim z prostiedkli pro komunikaci mezi Iékaii a laboratoii a v neposledni fadé
je prezentaci nasi prace. Obsahuje pozadavky pro provedeni spravného odbéru vzorki, jejich
manipulaci a skladovani tak, aby nebyl negativné ovlivnén vysledek laboratornich vySetieni.
Zadatelé o vySetfeni maji k ptiruéce dostupny formulaf pro informovany souhlas a zadanku o
laboratorni vySetfeni.

Soubor nabizenych metod laboratorniho vysetfeni je vytvofen a inovovan dle pozadavku
zakaznikt (lékafti a zdravotnickych zafizeni) s piihlédnutim k odbornému vyvoji v oblasti
klinické genetiky.

Laboratorni pfirucka je soucasti fizené dokumentace laboratote, je pravidelné aktualizovéna a
zadatelim o vySetfeni je dostupnd na webovych strankach laboratoie — www.genetikakv.cz.
Zadatelé o vySetieni jsou informovani o zménach a aktualizacich. V ti§téné podobé je k dispozici
u manazera kvality Laboratote 1¢katské genetiky.

2. Z.akladni informace o laboratori

Laboratof je vnitiné€ ¢lenéna na cytogenetickou a molekularné genetickou laboratof.

Cinnost Laboratofe lékatfské genetiky je odsouhlasena Krajskym tifadem pro Karlovarsky kraj,
odborem zdravotnictvi v€etné schvaleni personalniho a pfistrojového vybaveni.

Spole¢nost ma se vSemi zdravotnimi pojiStovnami uzavienou smlouvu o thradé poskytnuté
zdravotni péce. Uhradu provadéji zdravotni pojistovny podle piislusnosti pacienta. Pro
samoplatce je stanoven cenik.

Klientim je po dohod¢é umoznéna prohlidka laboratorniho zatizeni a jsou poskytovany informace
0 organizaci provozu Laboratote 1ékatské genetiky.

Zakaznikim jsou poskytovany konzultace v odborné oblasti souvisejici s provadénymi
laboratornimi vySetfenimi.
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Laborator lékarské genetiky

FertiCare SE
provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.

Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

2.1 Identifikace laboratore

Ziakladni identifikace a kontaktni udaje:

Nazev organizace:

Adresa:

Statutarni zastupce:

Laborator:

Odborny garant:

Vedouci laboratore:

Manazer kvality:

Metrolog:

Umisteni laboratore:

FertiCare SE, provozovna Karlovy Vary

Bélehradska 1042/14, 360 01 Karlovy Vary
Dr. med. Petr Uher — ¢len piedstavenstva

Laborator lékarské genetiky
www.genetikakv.cz

MUDr. Marcel Hasch

RNDr. Michaela Cesakova
Telefon: 353 433 950
353 433 967
Fax: 353 433 952
Mobil: 776 233 479
E-mail: info@ferticare.cz
m.cesakova@ferticare.cz

Nikola Stropnicka, DiS.

Telefon: 353 433 968

Mobil: 724 933 265

E-mail: n.stropnicka@ferticare.cz

Martina Chodova, DiS.
Telefon: 353 433 968
E-mail: m.chodova@ferticare.cz

Bélehradska 14, 360 01 Karlovy Vary, 3. a 4. patro

Provozni doba laboratore: Po-P4a 7,00 — 15,00

Prijem materialu:

po celou pracovni dobu, jindy dle dohody

LP
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provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024
2.2 ZKratky

AZF - azoospermia factor

BMI - body mass index

CFTR - gen Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
CGH - komparativni genomova hybridizace

CNV - copy number variation — variace v po¢tu kopii
DNA - deoxyribonukleova kyselina

IVF - in vitro fertilizace

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

FISH - fluorescencni in situ hybridizace

FSH - folikuly stimulujici hormon

KCI - chlorid sodny

LIS - laboratorni informacni systém

MESA - mikrochirurgicka epidemalni aspirace spermii
NT - nuchalni translucence

PHA - phytohaemagglutinin

PID - preimplantacni diagnostika

PGT-SR - preimplanta¢ni genetickd diagnostika translokaci
PGT-A - preimplantacni geneticky screening

STS - sequence tagged site — misto se sekvenéni adresou
TE - trofektoderm

TESE - testikularni extrakce spermatické tkané

UZ - ultrazvuk

3. Zaméreni laboratore a spektrum nabizenych sluzeb

NasSe laboratot provadi zejména specializovana cytogenetickd a molekularné geneticka vySetteni
Z téchto primarnich materiali:

* plodové voda

* pupecnikova krev

» periferni krev

* slizni¢ni stér z dutiny ustni

+ tkan plodu

 Dblastomera, trofektoderm

* ejakulat
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FertiCare SE
provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

3.1 Prehled provadénvch vySetireni

vySetieni karyotypu klasickymi cytogenetickymi metodami

vySetieni chromozomu metodou FISH, véetné PID (preimplanta¢ni diagnostika)
molekularné genetické vySetfeni aneuploidii chromozomu 13, 18, 21, X, Y

vySetfeni poctu kopii CNV metodou komparativni genomové hybridizace na Cipu (array
CGH), véetn¢é PID

molekularné genetické vysetieni dédicnosti sklonu ke kardiovaskuldrnim onemocnénim
(vySetteni trombofilnich stavii)

molekularné genetické vySetieni genu pro cystickou fibrézu (CFTR)

molekularné genetické vySetfeni mikrodeleci chromozomu Y (AZF faktor)

molekularné genetické vysetfeni spinalni muskularni atrofie

molekularné genetické vysetieni hereditarni hluchoty

molekularné genetické vysSetieni fragilniho X

molekularné genetické vysetieni celiakie

molekularné genetické vySetieni lakt6zové intolerance

molekularné genetické vysetieni hemochromatozy

molekularné genetické vySeteni metabolismu warfarinu

vySetfeni fragmentace DNA spermii

izolace DNA a zprostfedkovani vySetieni ve specializovanych centrech molekularni
genetiky

3.2 Seznam nabizenych laboratornich vySetreni

Vysetieni akreditovana u CIA dle CSN EN ISO 15 189:

1.
2.

B

©o~No O

SOP - 01 Cytogenetické vysetfeni karyotypu z biologického materialu

SOP - 02 Vysetieni aneuploidii, mikrodeleci a strukturalnich zmé&n chromozomi metodou
FISH

SOP - 04 Molekularné genetické vySetieni trombofilnich mutaci pomoci Real-time PCR

SOP - 15 Vysetteni po¢tu kopii CNV metodou komparativni genomové hybridizace na
¢ipu (array CGH)

SOP - 17 Vysetteni metodou MLPA

SOP - 18 Vysetieni aneuploidii chromozomu 13, 18, 21, X a Y metodou QF-PCR

SOP - 20 Molekularné genetické vysetieni expanze CGG tripletd v genu FMR1

SOP - 21 Molekularné genetické vysetieni genu CFTR kitem Devyser CFTR Core

SOP - 22 Molekularné genetické vysetfeni mikrodeleci chromozomu Y kitem Devyser
AZF

Neakreditovana vySetieni:

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

SOP - 07 Molekularné genetické vySetieni celiakie pomoci Real-time PCR

SOP - 12 Cytogenetické vySetieni karyotypu z tkan¢ plodu

SOP - 14 Molekularné genetické vysetieni hemochromatézy pomoci Real-Time PCR

SOP - 16 Vysetteni fragmentace DNA spermii pomoci kitu Halosperm®

SOP - 19 Molekularné genetické vySetieni laktozové intolerance pomoci Real-time PCR
SOP - 23 Detekce znamych mutaci pouzitim Real-Time PCR (TagMan Genotyping Assay)
SOP - 24 Molekularné genetické vysSetieni polymorfismi VKORCI1 a CYP2C9 metodou

Real-Time PCR

LP
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FertiCare SE
provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

3.3 Smluvni laborator

Laboratof spolupracuje se smluvni laboratotfi Genetika Plzen s.r.o. a Biomedicinskym centrem.
Dopravu do nich zajist'uje odesilajici Laboratot 1ékarské genetiky.

Genetika Plzei s.r.o0. zaslany biologicky material zpracuje a vyda vysledkovy list, ktery je zaslan
do Laboratote I¢kaiské genetiky. Patologické vysledky jsou laboratoii sdéleny telefonicky.

V piipadé konzultace vydava vysledkovy list Laboratot 1¢kaiské genetiky. Ve vysledkovém listu
je jasné€ uvedeno, ktera laboratorni vysSetieni byla provedena smluvni laboratofi.

Biomedicinské centrum provadi skenovani Cipit pro vySetfeni metodou array-CGH.
Vyhodnoceni vysledkl provadi odpovédny pracovnik Laboratotfe 1¢kaiské genetiky dle platné
SOP.

4. Prohlaseni o souhlasu

Nékteré odbéry pro laboratorni vySetfeni patii mezi invazivni a lékatf odebirajici materidl je
povinen informovat pacienty a pofidit pisemny doklad o této skuteCnosti. Pacient je vzdy
seznamen s ucelem, povahou a disledkem provadéného vysetfeni. Svym podpisem stvrzuje, Ze
souhlasi s odbérem a ptipadnym uchovanim odebraného genetického materidlu (je vzdy uvedeno
v informovaném souhlasu s DNA vysetienim).

V piipadé, Ze pacient nedal souhlas s uchovanim DNA, je po vySetieni vzorek zlikvidovan jako
biologicky material.

Odesilajici 1¢kat svym podpisem na Zadance stvrzuje, Ze pacient informovany souhlas podepsal,
at’ uz je k zadance pfilozen, ¢i zlstava ulozen v karté pacienta. Laboratof ma k dispozici
vlastni formular informovaného souhlasu, akceptuje i jiné formulare spliiujici naleZitosti
souhlasu.

Samostatnou prilohou této prirucky je formular pro informovany souhlas:
— Souhlas vySetfované/ho (zakonného zastupce) s genetickym laboratornim vySetfenim

LP str.: 7/28
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provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

5. Preanalyticka faze

K zajisténi preanalytické faze vyseteni je mozno vyuzit smluvniho partnera Laboratofe 1ékarské
genetiky, kterym je Labln — Institut laboratorni mediciny, jehoz pracovnici jsou seznameni se
znénim této Laboratorni ptirucky.

5.1 Indikace Kk vySetireni

5.1.1 Cytogenetické metody

Klasickymi cytogenetickymi metodami uréujeme karyotyp — tedy chromozomalni sestavu
jedince.

Vysetfeni se provadi z periferni nebo fetalni krve, plodové vody, choriovych klki ¢i
potracené tkané plodu.

Duvodem odbéru je urCeni karyotypu vySetfovaného pacienta (plodu). Pti cytogenetickém
vySetfeni karyotypu z krve jsou kultivovany T-lymfocyty. De¢leni bun€k je stimulovéano
rostlinnym lektinem Phytohemaglutininem (PHA). Pfi cytogenetickém vySetfeni karyotypu
Z plodové vody c¢i tkané jsou kultivovany buniky plodu. Pod mikroskopem je sledovan pocet a
struktura jednotlivych chromozomi. Odbér krve se neprovadi po transfazi a piijaté infuzi (u
novorozence) z divoda vlivu na vysledky vySetfeni. Karyotyp by odpovidal karyotypu darce, ne
pacienta.

Indikace k vysetreni karyotypu:

- psychomotoricka retardace/stigmatizace

- problémy rlstu a vyvoje u pacienta

- mentalni retardace pacienta nebo v roding pacienta

- narozeni mrtvého plodu a umrti novorozence

- opakované spontdnni potraty

- problémy s fertilitou

- pozitivni rodinnd anamnéza chromozomalnich prestaveb
- screeningove vySetfeni darct oocytll a spermii
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provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

5.1.2 Molekularné cytogenetické metody

5.1.2.1 FISH vySetfeni

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je zaloZena na navazani fluorescenéné zna¢enych DNA
sond na komplementarni useky cilové DNA chromozomu nebo interfaznich bunéénych jader
fixovanych na mikroskopickém preparatu. Sondy jsou nasledné vizualizovany a detekovany
pomoci epifluorescenéniho mikroskopu.

Metoda FISH se pouziva k upfesnéni a doplnéni chromozomalniho vySetfeni, popi. verifikaci
nalezu zjisténé¢ho béznym cytogenetickym rozborem. FISH vySetfeni se pouziva rovnéz pfti
preimplanta¢ni genetické diagnostice (PID). Analyzou jedné nebo dvou bunék (blastomer)
odebranych z vyvijejiciho se embrya je tak mozné odhalit sledované genetické abnormality
(aneuploidie, translokace) budouciho plodu. K transferu do délohy jsou vybrana pouze embrya
S normalnim nalezem.

Indikace k P1D vysetreni:
PGT-SR (preimplantacni geneticka diagnostika translokaci)
- pary, kdy jeden z partnerd je nositelem chromozomalni pfestavby, jejiz nebalancované
formy vedou k ¢asnym potratim, ¢i vyvoji postizeného plodu.
PGT-A (preimplantaéni geneticky screening nejéastéjSich aneuploidii)
- v dnes$ni dob& je toto vySetfeni provadéno spise metodou array-CGH, indikace viz
kapitola 5.1.2.2.
Sexing (volba pohlavi)
- X-vazana onemocnéni (Duchennova/Beckerova muskuldrni dystrofie, hemofilie), pokud
neni dostupné cilené PCR vySetieni
Vysetieni metodou PID piedchazi podrobnd genetickd konzultace obou partnerd, jejimz
vyusténim je podepsany informovany souhlas, ktery dokumentuje, zZe par dostatecné porozume¢l
problematice a mohl se svobodn¢ rozhodnout, zda proceduru podstoupi.
PID se nedoporucuje, pokud mé zena nizky pocet folikulfi, Spatnou kvalitu embryi, BMI nad 30,
vek nad 45 let ¢i bazalni FSH vétsi nez 15 TU/L
Piinos PGT-A je stale diskutovan. ESHRE organizuje studii napfi¢ IVF centry s cilem zjistit, zda
PGT-A objektivné zvysSuje uspesnost IVF cyklu.
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Laborator lékarské genetiky
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5.1.2.2 VySetieni metodou array CGH

Array CGH (komparativni genomova hybridizace na ¢ipu, aCGH) je molekularné cytogenetické
vysetieni celého genomu. Slouzi k odhaleni nebalancovanych aberaci (ztrat a ziskti sekvenci),
jejichz umisténi v genomu neni pfedem znamé. Metoda se pouzivd v diagnostice postnatalni,
prenatalni i preimplanta¢ni. Vysetfeni je indikované u pacientii s podezienim na vrozenou
vyvojovou vadu s genetickym podkladem.

Indikace k postnatalni diagnostice (pri normdlnim karyotypu, ev. dalSich molekularné

genetickych vySetrenich, napr. po vylouceni syndromu fragilniho X):

- psychomotoricka retardace/stigmatizace

- problémy rlstu a vyvoje

- mnohocetné vrozené vady

- zdanlivé balancovana aberace, upfesnéni nalezené aberace (marker chromozom, de novo
aberace apod.)

- vySetfeni obou rodi¢il v pfipadé ndlezu u plodu nebo ditéte k objasnéni, zda se jedna o
aberaci de novo nebo zdédénou nebo pro posouzeni patogenity nalezu

- vySetfeni obou rodicl soucasné s vySettenim plodu, pokud jeho staii ptekrocilo 20. tyden
a neptesahlo ukonceny 24. tyden té¢hotenstvi

- nemoznost vysetfit karyotyp (neuspech kultivace, nedostatek materidlu apod.)

Indikace k prenatadlni diagnostice:

- narozeni mrtvého plodu a imrti novorozence v piedchozi gravidité
- opakované spontanni potraty u matky

- pozitivni biochemicky screening matetského séra

- vék matky nad 35 let

- pozitivni rodinnd anamnéza chromozomalnich piestaveb

- patologicky UZ nélez

Indikace k preimplantacni diagnostice:

- vyS$i vék Zeny — nad 35 let v dobé ocekavaného porodu

- opakované neuspéchy ptredchozich cykla asistované reprodukce — min. 2 x

- opakované potraceni po vylouéeni ostatnich moznych pti¢in — min. 2 x

- pocetni gonozomové aberace (napt. 47, XXX, 47,XYY) a malé gonozomové mozaiky
detekované z periferni krve — nad 10 %

- andrologicky faktor (napf. téZka oligo-asteno-teratospermie) nebo pouZiti spermii
ziskanych metodou MESA/TESE v asistované reprodukci

- porod nebo potrat ditéte (plodu) s chromozomalni aberaci

- chemoterapie nebo radioterapie v osobni anamnéze u jednoho z partnera

- strukturni chromozomové aberace (balancované ¢i Robertsonské translokace, ev. zavazné
inverze) u jednoho z partnert
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5.1.3 Molekularné genetické metody
Molekularn¢ genetické vySetfeni je provedeno po indikaci hematologem, genetikem nebo
1ékatem pracovisté reprodukéni mediciny a fadném genetickém poradenstvi.

Vychozim krokem ke v§em metodam molekularni genetiky je izolace DNA.
Laborator provadi.:

— izolaci DNA ze vzorku periferni a fetalni krve

- izolaci DNA z kultivovanych/nativnich bunék plodu

— izolaci DNA ze slizni¢nich stért

Pi‘ehled indikaci:

a) VySetieni nejcastéjsich aneuploidii (chrom. 13, 18, 21, X, Y)
Jde o metodu, slouZzici jako dopln¢€k ke klasickym cytogenetickym chromozomalnim analyzam
prenatalni diagnostiky. Hlavni vyhodou je moznost provedeni vysetfeni béhem 24 hodin. Diky
rychlé diagnostice 1ze v piipadé rozhodnuti o ukonceni téhotenstvi zvolit méné traumaticky
postup.
Po vylouc€eni nejcastéjSich chromozomovych aneuploidii metodou QF-PCR je zbytkoveé riziko
vyskytu jinych chromozomovych poruch nizké.

Indikace k vysetreni (provedeni aminocentézy):

- narozeni mrtvého plodu a umrti novorozence v ptedchozi gravidité
- opakované spontanni potraty u matky

- pozitivni biochemicky screening matetského séra

- vk matky nad 35 let

- pozitivni rodinnd anamnéza chromozomalnich prestaveb

- patologicky UZ nalez

b) VySetieni na piitomnost trombofilnich variant
Trombofilni stavy ptedstavuji vrozenou nebo ziskanou predispozici vzniku trombozy
V cévnim fecisti. VySetfujeme nejcastéji se vyskytujici mutace v t€chto genech:

- gen pro koagula¢ni faktor V — varianta FV Leiden — G1691A (AGR506Thr)

- gen pro protrombin (koagula¢ni faktor IT) — varianta G20210A

- gen pro methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR) — varianta C677T a varianta

A1298C
- gen pro inhibitor plazminogenového aktivatoru (PAI-1) — mutace 4G/5G

Indikace k vysetreni:

- Zilni trombodza (embolie) u jedince pod 50 let

- trombodza na neobvyklém misté

- tromboembolicka choroba u pacienta se zatizenou rodinnou anamnézou

- Zilni trombdza v pribéhu téhotenstvi nebo v souvislosti s uzivanim hormonalni terapie
nebo antikoncepce

- pacient pfed planovanym chirurgickym vykonem s rodinnou anamnézou

- pacientka s opakovanymi potraty v Il. nebo III. trimestru téhotenstvi bez objasnéné
pficiny

- indikace klinickym hematologem
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c) VySetit‘eni mutaci v CFTR genu pro cystickou fibrozu
Cysticka fibréza (CF) je nejcastéjsi autozomalné recesivné dédicné onemocnéni s incidenci
1/2700-3800 novorozenci. Toto zavazné onemocnéni postihuje dychaci cesty, muzsky
reprodukéni trakt (vas deferens / chdmovod), pankreas, potni Zlazy, vedlejsi nosni dutiny.
Bronchialni postizeni je na vlivu genu CFTR zévislé nepfimo, diky vyraznému vlivu prostiedi
(. infekci) a dalSich genetickych modifikatorti.
VySetfované mutace zachyti vice nez 93 % vSech mutaci CTFR genu v ¢eské populaci.

Indikace k vysetreni:

- U pacienta s ptiznaky cystické fibrozy

- u pfibuznych pacienta s cystickou fibrozou ¢i detekovanymi mutacemi v CFTR genu

- u partnera nosice mutace pied planovanym téhotenstvim, pfipadné v prib&hu t€hotenstvi
- udospélych muzi s poruchou plodnosti

- prenatalni diagnostika v pfipad¢, ze oba partneti jsou pienaseci cystické fibrozy

- screeningové vySetfeni darct oocytl a spermiti

d) VySetieni nejéastéjsich mikrodeleci AZF oblasti na chromozomu Y
Analyza AZF oblasti (azoospermicky faktor) na dlouhém rameni Y chromozomu.
VysSetfovany jsou oblasti AZFa, AZFb, AZFc. Z kazdé oblasti jsou vySetfovany min. 2 STS
lokusy. Uvedeny postup zachyti cca 90 % deleci v AZF oblastech.

Indikace k vysetreni:
- porucha plodnosti u muzii — azoospermie nebo tézka oligospermie

e) VySetieni spindlni muskuldrni atrofie
Spinalni muskularni atrofie (SMA) je zdvazné neurodegenerativni onemocnéni charakterizované
degeneraci motorickych neuronti v pfednich rozich michy. SMA je druhym nej€astéj$im
autozomalné recesivnim onemocnénim s incidenci 1/10 000 novorozencu a s frekvenci
ptenaSeci az 1/40. VySetiujeme exony 7 a 8 v genech SMN1, SMN2.

Indikace k vysetrenti:

- upacientt Se SMA

- u ptibuznych pacientli se SMA

- u ptibuznych pienasect delece exonu 7 SMN1 genu
- u darcti oocytll, spermatu

f) VySetiteni hereditarni hluchoty

Az 80 % geneticky podminénych nesyndromovych ztrat sluchu se dédi autozomalné recesivné.
Ve vice nez poloving pfipadi autozomalné recesivni ztraty sluchu jsou pfi¢inou mutace v genu
GJB2, lokalizovaném na chromozomu 13 (13q12), koédujicim Connexin 26. Connexiny jsou
membranové proteiny, které propojuji buiiky vnitiniho ucha, zajistuji vyménu iontd, pfipadné
malych molekul, a umoziuji tak mezibunéénou komunikaci sluchového apardtu. V evropské
populaci je nejCastéjSi vyskyt mutace 35delG v genu GJB2 s frekvenci pienasSeci 1/49.
Provadime vySetieni nejCastéjSich aberaci v genu GJB2 (a dale GJB3, GJB6, POU3F4, WFSI,
STRC, OTOA, CATSPER?2).

LP str.: 12/28



FertiCare SE
provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

Indikace k vysetreni:

- zjisténi pficiny vrozené prelingvalni ztraty sluchu

- uslysicich ptibuznych v rodinach, kde byla jiz mutace zjiSténa
- prekoncepcni vySetfeni partnera pienaSece mutace

- ovéfeni pritomnosti mutace u partnert v pfibuzenském svazku
- u dérct oocytll, spermatu

9) VySetieni fragilniho X

Syndrom fragilniho X je X-vazané dédi¢né onemocnéni s prevalenci 1/4000 u muzu a 1/8000 u
zen. Projevuje se mentalni retardaci Casto spojenou s dysmorfickymi rysy (protahly oblicej s
prominujici bradou a velkyma odstavajicima uSima), u muzi se vyskytuje makroorchidismus.
Postizeni maji riiznou miru mentalni retardace a byvaji u nich popisovany rizné zavazné
poruchy chovani, jako jsou poruchy uceni, autismus, hyperaktivita. Postizeny mohou byt také
zeny, pfiblizné polovina nosicek plné mutace ma mirnou az stfedni formu mentalni retardace.
Zeny s timto onemocn&nim ¢asto trpi piedéasnym ovarialnim selhanim. Syndrom fragilniho X je
zptisoben ve vétsing piipadil expanzi trinukleotidd CGG nad 200 opakovani v 5 nepiekladané
¢asti genu FMR1 (Xg27.3).

Indikace k vysetreni:

- Zeny s nejasnou piicinou pfedcasného ovarialniho selhani

- prenatalni vySetfeni u pfenasecek syndromu fragilniho X chromozomu

- ptibuzni pacienta se syndromem fragilniho X

- ptibuzni pacienta s bliZze neur¢enou mentalni retardaci

- mentalni retardace, opozdény vyvoj, autismus s fenotypem odpovidajicim syndromu
fragilniho X chromozomu

- muZi a Zeny star$i 50 let s progresivni cerebelarni ataxii a intenénim tremorem, u kterych
jiné bézné pticiny ataxie byly vylouceny

h) VySetieni k vylouceni celiakie

Vysetiovany jsou alely DQA1*05, DQB1*02, DQB1*0302, DRB1*04. Neptfitomnost téchto alel
vylou¢i diagndézu celiakie. Pfitomnost alel neznamena nutné pfitomnost onemocnéni celiakii.
Celiakie (také glutenova enteropatie nebo celiakalni sprue) je u geneticky predisponovanych
jedinct vyvolana po pozieni potravy obsahujici gluten (lepek). Projevuje se chronickym zanétem
tenkého stieva spojenym se zvySenou propustnosti stievni stény. Celiakie méd mnozstvi
klinickych ptiznakii a mize byt i asymptomaticka. Typickymi symptomy provazejicimi toto
onemocnéni jsou bolesti bficha, priijmy, nadymani, zvraceni.

Indikace k vysetreni:
- neprospivani u déeti
- gastrointestinalni symptomy, inava, hubnuti u dospélych
- intolerance glutenu (lepku)
- pozitivni rodinnd anamnéza
- neplodnost, opakované potraty
- exantém
- sideropenicka anémie
- osteoporoza nepiimétend veku
- jind autoimunitni onemocnéni
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1) VySetieni laktozové intolerance

Lakt6zova intolerance je zplisobena ¢asteCnou nebo Uplnou neschopnosti organismu produkovat
enzym laktaza, ktery ve stfevech rozklada laktézu (mlécny cukr). Pokud je laktdzy nedostatek,
mlécny cukr se ve stfevech nestravi a jeho prebytkem se pak zivi pfirozené stfevni bakterie, které
pfi jeho zpracovani produkuji plyny (CO2 ¢i H2) a dalsi latky, které drazdi tlusté stfevo a tim
zpusobuji nadymani, sttevni  koliky, prijmy a zvraceni. Méné cCastymi projevy jsou
atopické ekzémy, nechutenstvi, paleni zahy, pocit plnosti a bolesti bficha. VySettujeme 2
polymorfismy LCT genu, ktery koéduje enzym laktaza.

Indikace k vysetreni:
- vleklé gastrointestinalni potiZze, nesndSenlivost mlécného cukru
- neprospivani u déti

J) VySetieni hemochromatozy

Vysetieni mutaci C282Y, H63D a S65C v genu HFE zptisobujicich hemochromatozu.
Hemochromatoza je autozomalné recesivni porucha metabolismu Zeleza. Je charakterizovana
progresivni akumulaci zeleza v riznych organech (jatra, srdce, pankreas), vedouci k cirh6ze
jater, diabetu, artritidé, kardiomyopatii a pfed¢asné smrti. Pacienti s hemochromat6zou absorbuji
pouze o né¢kolik malo miligramt vice, nez je fyziologicky potfebné, a proto se hemochromat6za
klinicky manifestuje Casto az po 40. roce Zivota, kdy je v téle nashromazdéno o 20 - 40 g Zeleza
vice, nez télo potiebuje. Tato akumulace Zeleza vSak zacina jiz od narozeni.

Indikace k vysetreni:

- zvySené hodnoty Fe v séru

- diabetes mellitus

- fibréza az cirhdza jater

- kardiomyopatie

- artropatie

- hepatomegalie

- abnormalni pigmentace klize
- hemochromat6za v RA

K) VySetieni polymorfismit VKORC a CYP2C9
Vysetfeni polymorfismi geni VKORC a CYP2C9 spojovanych se snizenym metabolismem
warfarinu. Analyza polymorfismi umoznuje rychlejsi stanoveni spravné davky kumarinovych
antikoagulacnich 1é¢iv, pfedchazi nezddoucim ucinkiim z nespravného davkovani.

Indikace k vysetreni:
- pred zahajenim podavani antikoagulacnich 1é¢iv (Warfarin, Coumadin)

I) VySetiteni fragmentace DNA spermii
Toto vySetieni stanovi podil spermii s porusenou DNA. Integrita DNA je hodnota nezavisla na
hodnotach spermiogramu. Spermie s fragmentovanou DNA negativné ovliviuji fertilitu. Porucha
integrity DNA spermii muze byt zpiisobena fadou faktorii napf. oxidativnim stresem nebo
prodélanymi chorobami.
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Indikace k vysetreni:

- $patné hodnoty spermiogramu

- Spatny vyvoj spermii, nizka efektivita fertilizace a vysoky podil fragmentovanych embryi
pii IVF

Volba metody:

Pokud ma laboratotf pro dané vysetieni k dispozici vice metod, o metodé vySetfeni standardné
rozhoduje vedouci laboratofe.

5.2 Manual pro odbér primarnich vzorku

V této kapitole jsou uvedeny vsSechny specifické pokyny tykajici se spravného odbéru a
zachéazeni s primarnimi vzorky. Tyto pokyny jsou dulezité nejen pro pracovniky laboratote, ale 1
pro pracovniky odpovédné za odbéry a transport primarnich vzorkl. Pracovnik odebirajici
primarni vzorky vzdy ruci za jejich odbér a transport. Svym podpisem na Zadance pro dané
vySetieni stvrzuje, ze primarni vzorek byl odebran dle pokynt této Laboratorni ptirucky.

5.2.1 Identifika¢ni oznac¢eni primarniho vzorku
Kazdy biologicky material musi byt oznacen Stitkem s uvedenim minimalné:

e jména a piijmeni pacienta

e rodného cisla pacienta (pokud je to mozné), piipadné jiného kédu (napi. datum, rok

narozeni apod.)

Kéd - je uvadén u neznamych osob, cizincli apod., u nichZ nejsou k dispozici informace o r. €.
nebo pouze v ¢aste€ném rozsahu.
Za jednozna¢né oznacCeni materidlu odpovidd Zadatel o vySetfeni. Vzdy musi zajistit
nezameénitelnost materidlu a dokumentace.

5.2.2 Zadanka o laboratorni vySetieni

Do laboratofe jsou piijimany vzorky pouze s doprovodnou Zaddankou na vySetfeni.

Zddanka musi povinné obsahovat ndsledujici tidaje:
e jméno, pfijmeni, C¢islo pojiSténce (rodné ¢islo) nebo datum narozeni (novorozenci,
cizinci) a zdravotni pojiStovnu pacienta
pohlavi pacienta
tyden téhotenstvi u vysetieni plodové vody a tkan¢ plodu
jméno, odbornost a podpis Iékare indikujiciho vySetieni
razitko s ICP, adresou pracovité a kontaktnim telefonem
druh primarniho vzorku
indikované vySetieni
diagndzu a klinickou indikaci k vysetieni
e datum a ¢as odbéru vzorku
Laboratof pak doplni:
e datum a Cas piijeti vzorku do laboratotfe a podpis piijimajiciho pracovnika laboratote

Nepovinné udaje:
e bydlisté pacienta
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Zadanku o laboratorni vySetfeni provazi vidy podepsany informovany souhlas pacienta
s vySetienim a dalSim uchovavanim DNA. Podstata informovaného souhlasu je vysvétlena
pacientovi oSetfujicim lékafem. Pacient musi byt seznamen s prdvem na ochranu osobnich dat v
souvislosti s provadénym testem.

Zé4danka k laboratornimu vySetfeni je samostatnou piilohou Laboratorni piirucky Laboratoie
1ékarské genetiky.

5.2.3 Pozadavky na urgentni vySetieni
Laborator vysetreni STATIM neprovadi, po domluvé s vedouct laboratore Ize zajistit prednostni
zpracovani vzorku.

5.2.4 Ustni poZadavky na vySetieni

V dobé¢, kdy je biologicky material ¢i primarni vzorek uchovavan v laboratofi pro pozadované
vySetfeni, je mozné pfijmout ustni pozadavek k dodatecnému dovySetieni. Pozadavek je pifijiman
od l¢ékate nebo sestry, nikoli od pacientl. Externi zadatel je pozddan o dodani nové zadanky na
doordinované vysetieni. Interni zadatel doplni pozadavek na pivodni zadanku.

5.2.5 Informace predavané pacientiim pred odbérem primarniho vzorku (informované
souhlasy)

Vétsina odbért pro geneticka vysetieni se provadi ambulantné.

Po odbérech pro prenatalni vySetfeni se nedoporucuje fyzicka namaha a t€hotna Zena ma narok

na 7- denni pracovni neschopnost.

Odbéry biologického materidlu pied planovanym genetickym vySetfenim nevyzaduji specialni

pfipravu pacienta, zékladni informace jsou uvedeny u konkrétnich odbéra.

Zadny z odbérli neni potieba provadét nalagno, jidlo ani piti neovliviiuji vysledky vysetieni.

Pfed odbérem plodové vody podepisuji pacientky (pfip. zakonny zastupce) Souhlas

s provedenim amniocentézy/odbéru choriovych klki. Formulédf je k dispozici v genetické

ambulanci.

Pti odbéru biologického materidlu k DNA vySetfeni podepisuje pacient Souhlas vySetifované/ho

(zakonného zastupce) s genetickym laboratornim vySetienim.

Formuldtf je soucasti priloh Laboratorni piirucky (voln€ pfistupny ke staZzeni na

www.genetikakv.cz).

5.2.6 Informace pro odbér biologického materiilu

V této kapitole jsou uvedeny pozadavky a pokyny pro odbér zpracovavanych biologickych
materiald — doporuc¢ené odbérové nadoby, minimalni odebrané mmnoZstvi a pozadavky na
transport a ptipadné zvlastni naasovani odbéru. Viz tabulka str. 23.

Odbérové nadoby

Material musi byt dodan do laboratofe ve sterilnich odbérovych nddobach nebo zkumavkach.
Pti odbéru je nutné vzdy odbérové nadoby vhodné oznacit (dle vySe uvedenych pravidel).
Pozor na zdménu biologického materialu!

Nestandardni odbér je nutno specifikovat na zadance.

LP str.: 16/28



FertiCare SE
provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

5.2.6.1 Plodova voda

Pozadavky na primarni vzorky

Odber plodové vody - amniocentéza:

Odbér plodové vody provadi za sterilnich podminek zkuSeny Iékai - gynekolog ve
zdravotnickém zatizeni. Odbér probiha punkci pfes sténu biisni pod kontrolou ultrazvuku tak,
aby nedoslo k poranéni plodu. T¢hotna lezi na lizku, bfisni sténu dezinfikujeme (napt. Cutasept,
Braunoderm) a poté ultrazvukovou sondou hleddme vhodné misto pro vpich (pozor, prumér
jehly 0,53 mm — mensi nez na odbér krve). Nepouzivat dezinfekce s obsahem jodu, které by
mohly byt pfi¢inou neuspésné kultivace. Poloha hrotu pii vpichu je neustidle kontrolovana
ultrazvukem. Pti standardnim odbéru je odsato cca 20 ml plodové vody, tj. pouze 5 % celkového
mnozstvi plodové vody. Odsaté mnozstvi se do n€kolika malo hodin opét doplni. Bolestivost
vykonu je srovnatelnd sbéznou injekci nebo odbérem krve. Po vykonu muize téhotna
s doprovodem odejit domt, pokud se citi dobfe.

Druh odbérové nadoby a pridavnych latek:

Sterilni plastova zkumavka s dobfe tésnicim vickem bez ptidatnych latek (Vacuette - zluté
vi¢ko). Standardné se plodova voda odebira do tii zkumavek, celkem cca 20 ml. Minimalni
mnozstvi plodové vody je 10 ml.

Transport a skladovdni:

Po odbéru vzorku plodové vody je tfeba zkumavky promichat pietoCenim 8 az 10 krat a nechat
vychladnout min. 30 min. pii pokojové teploté. Optimalni je provadét odbér plodové vody piimo
Vv genetické ambulanci centra, v opacném piipadé je nutné zajistit transport do laboratofe co
nejdiive, nejpozdé€ji do 24 hod. od odbéru. Do a béhem transportu je zapotiebi uchovavat vzorky
pfi teploté 2 - 8 °C. Je nutné zabranit zmrznuti nebo piehtati vzorku, aby nedoslo k lyzi bunék.

5.2.6.2 Periferni a pupeénikova krev

Pozadavky na primdrni vzorky

Odber periferni krve:

Krev vySetfované osoby je odebrana v odbérové mistnosti nebo v ordinaci l€katre indikujiciho
vySetfeni. Odebird se krev z periferni zily. Odbér materidlu na cytogenetické i molekularné
genetické vySeteni nevyZaduje zddnou specidlni ptipravu pacienta. Krev se odebird z periferni
zily v loketni jamce. PaZe se volné polozi, dezinfikuje se misto vpichu (napt. Cutasept,
Braunoderm) — nesmi se pouzivat dezinfekce s obsahem jodu, které by mohly byt pficinou
neuspésné kultivace. Po stabilizovani polohy provedeme vpich jehlou s nasazenym néstavcem a
poté se na nastavec nasadi piislusnad zkumavka oznacena jménem pacienta a rodnym cislem nebo
alespoil datem narozeni. Po odbéru se misto vpichu zakryje ¢tvereCckem z buniCiny, opatrné se
pfitlaci, vytahne Se jehla a pielepi naplasti. Pacient je vyzvan, aby si tisknul misto vpichu

(cca 2 - 5 minut) a po cca 20 minutach si naplast odstranil.

Odber fetalni krve:

Provadi vzdy zkuSeny lékat - gynekolog ve zdravotnickém zatfizeni. Odbér se provadi pod
kontrolou ultrazvuku. Postup je obdobny jako pii odbéru plodové vody. Odebira se cca 1 - 2 ml
fetalni krve z pupecniku pies sténu bfisni. Odebrany vzorek musi byt fadn€ oznacen a je tfeba ho
dopravit do laboratote Vv co nejkratSi dobé.
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Druh odbérové nadoby a pridavnych latek:
a) Cytogeneticka vySetieni (karyotyp, FISH)
Sterilni plastovd zkumavka s dobie tésnicim Sroubovatelnym vickem s néplni
Heparinu (Vacuette - zelené vicko). Minimalni mnozstvi periferni krve 4 ml, fetalni
krve se odebira 1 —2 ml.
b) Molekularné geneticka vySetieni (array CGH, trombofilni stavy, CFTR, AZF

faktor, celiakie, ...)

Sterilni plastova zkumavka s dobie tésnicim Sroubovatelnym vickem s naplni EDTA
(Vacuette - fialové vicko). Minimalni mnozstvi periferni krve 2 ml, fetalni krve se
odebira 1 —2 ml.

Transport a skladovdni:

Po odbéru vzorku periferni krve je tfeba zkumavku promichat pfeto¢enim 8 az 10 krat a nechat
vychladnout min. 30 min. pfi pokojové teploté. Do a béhem transportu je zapotiebi uchovavat
vzorky pfi teploté 2 - 8 °C. Je nutné zabranit zmrznuti nebo piehfati krve, aby nedoslo k lyzi
bun¢k. Transport do laboratofe je nutno zajistit nejlépe v den odbéru, u heparinovych zkumavek
maximalné do 5 dnl od odbéru, EDTA zkumavky do tydne od odbéru.

5.2.6.3 Tkan plodu

Pozadavky na primarni vzorky:

Odber tkane plodu:

K vysetfeni je nutné dodat sterilné odebranou tkan o velikosti minimalng 1 cm?® ve sterilni
zkumavce s fyziologickym roztokem. VVzorek NESMI piijit do kontaktu s formalinem.

Druh odbérové nadoby a pridavnych latek:
Sterilni plastovd zkumavka s dobte té€snicim vickem bez ptidatnych latek. Vzorek se odebira do
fyziologického roztoku.

Transport a skladovani:

Odebrany vzorek musi byt fadn¢€ oznacen a je tteba ho co nejdfive dopravit do laboratoie. Do a
behem transportu je zapottebi uchovavat vzorky pii teploté 2 - 8 °C. Je nutné zabranit zmrznuti
nebo prehiati vzorku, aby nedoslo k lyzi bunék.

5.2.6.4 Slizni¢ni stér z dutiny Gstni

Pozadavky na primdrni vzorky:

Bukéani stér ze sliznice je proveden sterilni vytérkou k tomu uréenou. Odbér provadi sestra, kdy
pacientovi DUKLADNE vytie sliznice dutiny Gstni sterilnim kartadkem & vytérkou (napf.
Dispolab) a vytér vlozi do oznafené zkumavky. Kvili niz§i vyté€znosti pii izolaci DNA
Z bukalniho stéru je vhodné odebrat k vySetreni dvé vytérky.

Druh odbérové nadoby a pridavnych latek:
Sterilni zkumavka s kartackem nebo sterilni nylonové vytérky k PCR vySetieni.

Transport a skladovani:
Material je mozno uchovévat v lednici pii teploté 2 - 8 °C po dobu 7 dni, poté je nutno skladovat
v mrazaku pii teploté -20 °C az -26 °C. Transport do laboratofe je nutno zajistit do tydne.
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5.2.6.5 Biopsie a fixace blastomery

(provadi embryologicka laboratof, konkrétni detaily postupu se mohou v riiznych laboratotich
odliSovat)

Princip:

Fixace biologického materidlu je nezbytnd k nasledné analyze aneuploidii nebo translokaci
metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Nejprve je odebrany material (blastomera)
okolim, kdy blastomera zacne pfijimat velké mnozstvi vody, které v nékterych piipadech
zpusobi prasknuti cytoplasmatické membrany a vyliti obsahu do okoli. Mimo to hypotonicky
roztok rozvoliiuje vlakna DNA a tudiz dekondenzuje chromatin. DalS$im puisobenim fixativu,
jimz je kyselina octovd a methanol v poméru (1:3), dojde ke kompletnimu odstranéni zbytki
cytoplazmy, které¢ interferuji s DNA znaCenou sondou, jelikoz ji na sebe nespecificky vazi a
vznikaji tak artefakty. Fixativ ma rovnéZz za nasledek denaturaci DNA, coz je zména stavu DNA
Z dvouvldknového na jednovldknovy a také permanentni uchyceni vldkna na sklo (konkrétné
methanolem).

Vystaveni DNA fixativu po pfili§ dlouhou dobu vsak zptisobuje nekvalitni hybridizaci znacené
sondy, jelikoz jsou pii excesivnim pusobeni fixativu odstranény spolu s cytoplazmatickymi
proteiny i proteiny vazici se na DNA, které jsou vSak nezbytné pro spravné navazani sondy, a
tudiz uspésnou hybridizaci.

Optimalni délku fixace je nutné vybalancovat.

Viastni provedeni:

a) Pod inverzni mikroskop umistime biopta¢ni misku a vyhledame v kapce blastomeru. Do
pipety nasajeme malé mnozstvi hypotonického roztoku (KCI - 0,075M roztok) z Petriho misky.
Pipetu ponofime do kapky s blastomerou pod stdlou kontrolou v inverznim mikroskopu a u
blastomery vypustime malé mnozstvi roztoku do okoli, poté nechame kapildrni elevaci nasat
blastomeru do pipety.

b) Z krabicky si vezmeme zkontrolované podlozni sklo a umistime ho pod inverzni mikroskop.
Zaosttime na okraj skla, abychom m¢li sprdvnou rovinu, a sklo umistime tak, aby kapka
s blastomerou lezela v dolnich 2/3 skla a dal$i kapky umistujeme dle obrazku 1.

Novakova

1n+ O O
2n+ 1 2
3 frg O O
4 kond 3 4

Obr. 1

¢) Po nalezeni roviny a umisténi skla do spravné pozice, za soucasné¢ho stalého drzeni pipety
S nasatou blastomerou, poloZime hrot pipety na sklo a vyfoukneme malé mnoZstvi tekutiny.
V moment¢ kdy vidime, ze v kapce je jiz pfitomna blastomera, pfestaneme tekutinu vypoustét.
Diamantovym popisovacem vyzna¢ime okolo kapky jemné hranice, aby bylo po zaschnuti
tekutiny mozno lokalizovat misto, kde byla blastomera, a kruh oznaCime pfisluSnym cislem
blastomery. Nechame tekutinu kompletné zaschnout.
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d) Za¢neme k blastomete pfikapavat fixaci, blastomera se zacne ,,nafukovat* a jeji povrch
»zezlatne*. Miizeme vidét, jak s kazdym prikédpnutim odplouva cytoplazma, ktera se jevi jako
¢erny proud artefaktl. Jadro je v tu dobu viditelné jako zafici ploska.

e) Kdyz jiz neodplouva zadna cytoplasma, mizeme ukoncit fixaci. V momenté, kdy jiz
nepiikapadvame, se jadro pfilepi na sklo v misté, kde se momentaln¢ nachazi a tato pozice je
konec¢na.

f) Vezmeme diamantovy popisovac a opatrné okolo jadra udélame jemny krouzek, jenz slouzi
k zaznamenani jeho pozice.

g) Sklo sunddme z inverzniho mikroskopu a vizudlné nalezneme maly kruh, uvniti kterého je
jadro a ze spodu skla vyryjeme krouzek okolo tohoto kruhu a dale Cislo blastomery. Viz obr. 1.
h) Na sklo umistime stejnym zptisobem 4 - 6 jader. Sklo nakonec popiSeme tuzkou jménem
pacientky, poctem jader.

1) Sklo nebo skla jsou umisténa do plastové krabicky a zalepena - zabrani se tim rozbiti skla nebo
jeho jinému znehodnoceni. Skla se nesmi v plastové krabi¢ce hybat.

Transport a skladovani:

Za transport odpovida indikujici pracovisté. Skla musi byt do laboratofe dopravena nejpozdéji
Vv den biopsie pfed skon¢enim pracovni doby.

Vzorek doprovazi Transportni protokol (samostatna piiloha LP — F 30/xx, je volné piistupny ke
stazeni). PfiloZen je rovnéz protokol o fixaci, kde jsou zaznamenany informace o kvalité, biopsii
a fixaci jednotlivych blastomer. Cislovani blastomer musi byt nezaménitelné tak, aby bylo
zaruceno jednoznaéné pfifazeni odpovidajicimu embryu.

Datum biopsie indikujici 1ékai vzdy pfedem konzultuje s vedouci laboratote, aby byla zajisténa
ptitomnost kvalifikovanych pracovnikii pro provedeni vySetieni (véetné sobot a nedéli).

Pokud neni mozno sladit den biopsie s pfitomnosti kvalifikovanych pracovnikd v Laboratofi
lékatské genetiky, kontaktuje vedouci laboratofe ve spolupréci s indikujicim lékafem vedouci
spolupracujici akreditované laboratofe (Genetika Plzent s.r.o.), ktera zajiStuje zastupitelnost
vysetieni.

5.2.6.6 Odbér trofektodermu (TE)

Princip a viastni provedeni:

Princip odbéru TE je podobny jako u biopsie blastomer. Biopta¢ni misky na odbér TE jsou
shodné s miskami pro biopsii blastomer v den 3. Stejné tak plnéni pipetek pryskyfici a jejich
nastaveni je shodné. Rozdil je zejména ve dni, kdy se biopsie TE provadi - 5. den (nékdy je
mozné 1 6.) kultivace, kdy jsou jiz zfetelné rozliSené buniky embryoblastu a trofektodermu.
Idealni nacasovani biopsie je thned po vytvofeni hernie na povrchu embrya. Pokud tomu tak
neni, pfistupuje se k odbéru ve stadiu expandované blastocysty, kdy se pro biopsii pouziva
oteviena zona pellucida po asistovaném hatchingu nebo se pomoci laseru o malém pulsu udéla
maly otvor na protéj$i stran¢ od embryoblastu. Otvorem se pak vsune bioptacni pipeta (o
praméru 15 pm) a jemnym nasavanim se zkolabuje blastocysta. Poté se odebere 5 - 8 bun¢k TE.
Embryo se po biopsii TE oplachne v kultivaénim médiu a vitrifikuje. Odebrany TE se pienese
pomoci 120 pum pipetky do mikrozkumavky s malym mnoZstvim biopta¢niho pufru (3 pl).
Mikrozkumavky s biopta¢nim pufrem doda Laboratof 1ékaiské genetiky. Kazda mikrozkumavka
musi byt jednoznac¢né oznacend Cislem dan¢ho embrya tak, aby se zabranilo mozné zameén¢.
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Transport a skladovani:

Za transport odpovidad indikujici pracovisté. Odebrany TE je pied transportem do genetické
laboratofe tfeba uchovéavat v mrazaku pfi min. -20 °C. Samotny transport mikrozkumavek by
m¢él probihat v namraZzeném stojanku, aby se zabranilo nadmérnému zahtati vzorku a tim lyzi
bungk. Vzorek doprovazi Zadanka o laboratorni vysetieni s uvedenym poétem bioptovanych
embryi. Pfilozen je rovnéZ protokol o fixaci, kde jsou zaznamendny informace o kvalite, biopsii
a fixaci jednotlivych blastomer.

Datum transportu bioptovaného TE indikujici Iékai vzdy predem konzultuje s vedouci
laboratote, aby byla zajiSténa pfitomnost kvalifikovanych pracovnikii pro pfevzeti a uchovani
bioptovaného materialu pro nasledné vysetieni.

5.2.6.7 Odbér ejakulatu

Pozadavky na primdarni vzorky:

Odbéru piedchazi téidenni pohlavni abstinence. Spermie se ziskavaji masturbaci a ejakulaci
spermatu do vhodné sterilni nadoby (kelimku) v hygienickych podminkéach. Je tieba peclivé
umyt ruce a penis a smyt mydlo. V embryologické laboratoii je poté vySetfen nativni
spermiogram a vzorek je nasledné upraven gradientovou centrifugaci.

Druh odbérove nadoby a pridavnych latek:
Sterilni odbérova nadoba.

Transport a skladovani:
Materiél je tieba dopravit do laboratofe v den odbéru. V jiném piipadé je nutna kryokonzervace
spermii. VySetfeni se pak provadi v den rozmraZeni vzorku.

5.3 Transport a manipulace s biologickym materidlem (se vzorky)

Informace k dopravé — piehledné viz nize uvedend tabulka:

e doprava materidlu ma byt Setrnd, rychla a musi byt dodrZzovany specifick¢é podminky
uvedené v ramci této kapitoly, zejména dodrzeni ¢asu a podminek transportu

e s materidlem se nesmi béhem piepravy prudce manipulovat, aby nedoslo Kk
mechanickému poskozeni — vhodna je pteprava v transportnich boxech (urenych pfimo
pro piepravu vzorkil)

e zadanky musi byt umistény v samostatném obalu, napt. v igelitovém sacku tak, aby
nemohlo pfi ndhodném vyliti biologického materialu dojit k jejich potfisnéni

e pfi transportu je dllezité chranit biologicky materidl pied extrémni teplotou a svétlem

e je nutné zabranit zmrznuti nebo prehrati, aby se uchovala schopnost kultivace bun¢k a
riistu in vitro

e v pripadé¢, ze nelze prepravit material v den odebrani, ulozime jej po 30 min. od odbéru
do lednice (2 -8 °C)

e skla s fixovanymi blastomerami je nutno dopravit do laboratofe v den biopsie

* vzorky TE se pfepravuji zmrazené, po domluvé s laboratofi (nesmi rozmrznout)

Upozornéni:
Pokud je material béhem transportu vylity nebo rozbity, laboratof Vam to telefonicky oznami a
pozada Vas o novy odbér.
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TABULKA
Preanalyticka faze vySetieni — prehled

Doba
Primarni ‘. . . . .| Teplota Doba odezvy
VySetieni vzorek Odbérovy systém | MnoZstvi trangportu doruceni | laboratore
od doruceni
periferni krev Heparin 4 ml max.
fetalni krev karyotyp, FISH 1-2ml 2-8°C 5 dnu
periferni krev EDTA 2ml
fetalni krev | ostatni vySetieni | 1 -2 ml ,
tyden
bukalni stér sterilni vytérka 2X 2-25°C 2 - 4 tydny,
(3 dny pro
vySetfeni
5 . | plodova voda Vacuette zluta 20 ml aneuploidif
.VZdy nutny, 2. 8 °C max. 7 PV)
1nformh(ivany _ 24 hod.
sg(ltji enatz tkan plodu | fyziologicky roztok 1”:;[?1'3
den odbéru
ejakulat sterilni zkumavka 1mil Ci
o rozmrazeni
podlozni sklo s 2-25°C do transferu
blastomera fixovanymi den biopsie
buitkami
mikrozkumavky s o | esIe
trofektoderm PBS 3ul -20°C do 10 dnit | (s vyjimkou
kumulace)

Pti odbéru periferni krve a plodové vody nepouzivat dezinfekci s obsahem jédu.

Po odbéru:

1. 8-10x prevratit
2. Nechat vychladnout 30 min p¥i pokojové teploté
3. Ulozit do lednice

LP

str.: 22/28




FertiCare SE
provozovna Karlovy Vary Vydani: 19.
Laborator lékarské genetiky
Laboratorni ptirucka Platnost od: 2.10.2024

5.4 Prijem vzorku do laboratore

Ptijem primarnich vzorki probiha po celou pracovni dobu laboratote, po domluvée i jindy.
Vsichni pracovnici laboratofe jsou opravnéni piijimat vzorky. Bioptaty jsou pfedavany pouze na
zaklad¢ domluvy s vedouci laboratote.

Po ptevzeti biologického materiadlu pracovnik provede kontrolu vhodnosti odbérového systému
vzhledem Kk pozadovanému vysetieni, kontrolu spravnosti identifikace, mnozstvi materidlu a
vizualni kontrolu neposkozenosti a Cistoty odbérové nadobky (viz kapitola 5.2.1). Zkontroluje,
zda piipojena Zadanka obsahuje veskeré potiebné tdaje k provedeni pozadovaného vySetieni (viz
kapitola 5.2.2).

Pracovnik uvede na zddanku své jméno (parafu nebo inicialy), datum a cas. Tim stvrzuje, Ze
biologicky material je piijat ke zpracovani.

Vznikne-li nejistota ohledné identifikace primarniho vzorku a jedna-li se o nenahraditelny nebo
kriticky primarni vzorek, vedouci laboratofe zhodnoti, zda mize ptistoupit k jeho zpracovani, ale
vysledky se nesmi uvolnit, dokud indikujici Iékat nepfevezme odpovédnost za identifikaci
vzorku.

Po provedené kontrole jsou vzorek a zadanka oznaceny piifazenym laboratornim ¢islem a vzorek
je zapsana do LIS s uvedenim:

Cisla karty

e jména, piijmeni, rodného ¢isla pacienta (pfip. data narozeni u cizincit), pojisStovny

e odbornosti zadatele o vySetieni

e data a casu odbéru vzorku

e pozadovaného vySetieni

e data a casu piijmu, podpisu pracovnika, ktery vzorek piijal

Shoda udajii v LIS, na Zadance a primarnim vzorku je pfekontrolovana dal$im pracovnikem.
Vzdy je zajisténa dohledatelnost veskerych informaci souvisejicich s ptijmem vzorku.
Laboratorni Cislo se pfifazuje nezaménitelné jednotlivému biologickému materialu dle internich
pravidel laboratofe.

Oznaceni pozadavku:

* na zadance, kde jsou vypsany pozadavky, kiizkem do patficného okénka

* na zaddance, kde nejsou pozadavky definovany, je nutno je vypsat

* v pripad¢ potieby je vhodné uvést i neékteré dalsi tidaje (napf. vaha pacienta, délka gravidity
apod.)

Vzdy musi byt pozadavek na vySeteni jednozna¢ny a udaje psané rukou citelné.
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5.4.1 Mozné neshody pri prijmu materiilu

X 7zadanka s biologickym materidlem, kde chybi nebo jsou nelitelné zakladni udaje
(kapitola 5.2.2)

X 7zadanka nebo odbérova naddoba znecisténa biologickym materidlem

X nedostate¢né mnozstvi biologického materidlu nutného pro zpracovani (napt. z divodu
rozliti ¢i rozbiti béhem transportu)

X nadoba s biologickym materialem, kde neni zpusob identifikace materialu z hlediska
nezaménitelnosti dostateCny; za dostatecnou identifikaci materidlu se povazuje splnéni
uvedenych pokynii 0 nezbytné identifikaci biologického materialu (kapitola 5.2.1)

X nadoba s biologickym materidlem, kde zjevné doslo k poruseni podminek pro odbér nebo
transport biologického materidlu — naptiklad nedodrzeni €asu transportu do laboratofe,
nevhodna transportni teplota, nevhodna odbérovd nadoba (vysledky vysetfeni by byly
negativné ovlivnény kvalitou materidlu)

X Dbiologicky material bez zadanky (bez uvedeni pozadavka opravnéné osoby)

X Zadanka muZe od subjektu s odbornosti gynekologie, pokud neni souvislost s diagnézou
partnerky

X zadanka dospélého pacienta od zdravotnického subjektu s odbornosti pediatrie (pokud
nema zaroven odbornost 1ékaiska genetika)

5.4.2 Zpisob FeSeni neshod pii piijmu materialu

Neuplnost udajii na zadance — ihned se komunikuje s Zadatelem o vySetfeni a zajisti se
veskeré informace pro moZnost zpracovani materialu a uvolnéni vysledkd.

Pokud je dodan materidl bez Zddanky, nebo neni jednozna¢né¢ identifikovany a jedna se o
nenahraditelny vzorek, laboratof za¢ne tento materidl vzdy zpracovavat, ale vysledky
nebudou uvolnény, dokud Zadajici 1ékaf nebo osoba odebirajici materidl nepfevezmou
odpovédnost za doplnéni spravnych identifikacnich udaji. V piipadé chybéjici dokumentace
je externi Zadatel pozadan o zaslani ptislusné Zadanky.

Neshody pfi pfijmu materidlu se zapisuji do Knihy neshod s uvedenim data, identifikace
pacienta, pracovnika laboratofe a popisu neshody. Rovnéz je zaznamenano, komu byla
neshoda hlasena.

Nedodrzeni transportnich podminek (v¢. doby dodani) je zaznamenano v LIS a uvedeno ve
vysledkovém listé.

V ptipadé, ze vzorek nelze zpracovat (znehodnocen, neopravnény pozadavek, nedostatecné
mnozstvi), pracovnik laboratofe informuje telefonicky zadatele a pozadda o novy odbér. O
situaci je veden zaznam v Knize neshod.
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6. Faze po vySetreni

6.1 Bezpecéné odstranovani materiala pouzitvch pri vySetieni

Materidl pouzity pii vySetfeni je povazovan za potencionalné infek¢ni (vatové tampony nebo
bunicité Ctverce, rukavice). Ukladd se do nepropustného obalu a je likvidovan dle
dokumentované platné legislativy. V ramci pracovisté je postup specifikovan v interni
dokumentaci (S - 06).

Pouzité jehly se odhazuji do plastovych uzaviratelnych kontejnert k tomu uréenych a jsou
rovnéz likvidovany vyse zminénym zpltsobem.

Skladovani laboratornich vzorkli a pouzivaného materidlu probiha v souladu S ustanovenim
vyhlasky €. 306/2012 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist.

6.2 Manipulace a skladovani biologického materialu

V pribchu zpracovani je materidl uchovavan dle podminek uvedenych v jednotlivych SOP pro
vySetfeni a tak, aby nedoslo k jeho znehodnoceni.

S biologickym materidlem se manipuluje s ohledem na bezpecnost prace a ochranu zdravi
pracovnika.

6.2.1 Skladovani p¥ed a v pribéhu vlastniho vySetifeni
V pribéhu vysetieni az do doby vydani vysledkidi se Cast biologického materialu skladuje v
lednici. Bukalni stéry pted vlastnim vysetienim jsou ulozeny 7 dni v lednici a v ptfipadé dalsiho
uchovani jsou uloZeny v mrazaku.
Konkrétni specifika jsou uvadéna v SOP pro dané vySetfeni.

6.2.2 Skladovani po vySetieni
Material mtize byt pouzit pro opakovanou kultivaci nebo dodate¢né vySetieni.

Primdrni vzorky:

periferni krev, tkan plodu - odbérové zkumavky s heparinem a fyziologickym roztokem mohou
byt uchovany po dobu cca jednoho tydne, odbérové zkumavky s EDTA mohou byt uchovéany cca
mésic. Ostatni druhy primarnich vzork jsou zpracovavany beze zbytku.

Po vydani vysledka jsou primarni vzorky likvidovany jako nebezpecny odpad a pro dal§i mozna
dovysetieni je uchovavan zpracovany vzorek po nize definovanou dobu. Pii likvidaci vzdy
odpovédny pracovnik znovu kontroluje shodu jména a ¢isla na zkumavce s pfisluSnym
zdznamem v LIS.

Sekunddrni vzorky:

e izolovana DNA je se souhlasem pacienta dale uchovavana v mrazaku 10 let, u darci 30 let

o Suspenze (suspenze kultivovanych bunék) — se uchovava v mrazaku minimalné 1 rok,
suspenze s patologickym ndlezem uchovavame neomezené

o fluorescencné znaceny PCR amplifikat je uchovavan na tmavém misté v lednici do vydani
vysledka

e trvalé preparaty (skla periferie) - jsou uchovavany 10 let pii pokojové teploté, u darct 30 let

e trvalé preparaty (skla AMC) - jsou uchovavany 1 rok pii pokojové teploté

o FISH prepardty (skla) - jsou uchovavany v lednici, max. 1 rok (dle intenzity signalu)
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6.3 Dodate¢na vysetieni a ¢asovy interval pro jejich pozadovani

Dodatecna vySetfeni jsou limitovana vlastnosti, mnozstvim a uchovanim zpracovavaného
biologického materialu.

Realizovatelnost dalsiho ptipadného vysetieni nebo dovySetfeni mize byt ovlivnéna dobou a
metodou skladovani, kterd je uvedena vyse.

V dobé, kdy je biologicky material (primarni vzorek) uchovavan v laboratofi pro pozadované
vysetieni, je mozné piijmout ustni pozadavek k dodate¢nému dovysetieni. Pozadavek je ptijiman
od lékafe nebo sestry, nikoli od pacientd. V origindlni zadance lékat dané vysSetfeni stvrdi
datovanym podpisem, pozadavek je oznaten ,,DOOBJEDNANO*,

Externi zadatel je vzdy pozadan o dodani nové zadanky na doordinované vysetieni. Pokud neni
pozadované vySetfeni uvedeno na pivodnim informovaném souhlasu, je dodan i informovany
souhlas pacienta s timto vysetfenim. Takové dodateéné (doordinované) vySetieni pak zaznamena
pracovnik do LIS k danému pacientu s uvedenim data ,,dalSiho* pozadavku.

Pokud je jiz pfedchozi vySetfeni hotové a pacient dal souhlas s uchovanim DNA, je nutné
vystavit novou Zadanku a vzorek pfijmout do laboratofe pod novym ¢islem. V poznamce je pak
uvedeno ¢&islo ptivodniho vzorku DNA, ktera se pouZije k vySetfeni. Zadanka je oznaGena
,DOOBJEDNANO*.

6.4 Opakovani vysSetreni stejného primarniho vzorku

Je-li potifeba opakovat vySetfeni kvili verifikaci vysledku, zdivodu nedostatecné kvality
vySetieni, netspéchu vysetieni, nebo podezieni na nespravné vydané vysledky, takové vySetieni
provede laboratof na vlastni naklady. V ptipad€, ze jiz primarni vzorek neni k dispozici,
komunikuje se Zadatelem o potieb¢ zopakovat vySetfeni vzdy vedouci laboratote.
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7. Vydavani vysledkii a komunikace s laboratori

7.1 Informace o formach vvdavani vysledku

Laboratof pouziva v soucasné dobé¢ jeden zpusob vydavani vysledki, a tim je tisk vysledkovych
listii pies laboratorni informacni systém (LIS) Envis.

Vysledky musi byt Citelné a bez prepist.

Pted vydanim jsou vSechny vysledky kontrolovany dvéma pracovniky a schvéleny vedouci
laboratote.

Zpravu s normalnim vysledkem zapsanym dle aktualni nomenklatury ISCN a s kratkym
komentafem ptredava laboratof indikujicimu Iékati.

Zpravu s patologickym nalezem od interniho zadatele predava laboratof do genetické ambulance
klinickému genetikovi, ktery sestavi pro indikujiciho lékafe genetickou zpravu s klinicko-
genetickym doporucenim. Interpretaci patologickych vysledkd z externich zafizeni provadi
odborny garant Laboratote 1¢katské genetiky.

Bez klinicko-genetické interpretace vyda laboratof indikujicimu 1ékafi zpravu s pozitivnim
nalezem pouze na zaklad¢ pisemné zadosti.

Komunikace telefonem je uzivana jen v pifipadé nebezpeci z prodleni, feSeni naléhavého
problému, k zajisténi potiebnych chybéjicich informaci apod. Telefonicky hlasi vysledky pouze
opravnény pracovnik, vzdy se presvédci, ze vysledky sdéluje opravnéné osobé. O hlaSeni je
veden zaznam v LIS.

7.2 Zmény vysledku a naleza

Ke zméné vysledkt by nemélo dochazet.

V ptipadé, Ze laboratot zjisti chybné vydany ndlez, komunikuje s zadatelem vzdy vedouci
laboratofe. Zadateli o vySetfeni (oSetfujicimu lékaii) je dodan novy opravny vysledkovy list se
spravnymi vysledky. Ptipad je evidovan jako neshoda.

7.3 Intervaly od dodani materialu k vvdani vysledku

Vzorky jsou priibézné zpracovavany podle pozadovaného vySetieni v pofadi, ve kterém jsou
pfijimany do laboratofe. Po domluvé s vedouci laboratote Ize v odlivodnénych piipadech zajistit
pfednostni zpracovani vzorku.

Doba pro provedeni pozadovaného vyseteni od pfijmu vzorku do vydani zavéreéné zpravy pii
bézném provozu je 2 - 4 tydny (viz tabulka str. 23).

Vzorky fetalnich bunék (amniocentéza, kordocentéza, aborty) jsou zpracovavany piednostné.
Skla s blastomerami jsou zpracovana ihned po dodani do laboratoie, vysledek je dodan do 2 dni
- pred planovanym transferem.
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7.4 Konzulta¢ni ¢innost laboratore

Lékariim a Zadatelim o genetickd vySetfeni jsou poskytovany konzultace a ndvody v odborné
oblasti souvisejici s laboratornimi vySetfenimi. Kontakty jsou uvedeny v kapitole 2.1 Laboratorni
prirucky.

7.5 Zpusob reSeni stiznosti

Stiznost 1¢kare, pacienta a ostatnich tcastnika je podnétem pro zlepSeni prace laboratore. Kazda
uplatnéna stiznost je prosetiena.

Stiznost Ize poddvat na:

* vysledky laboratornich vySetfeni

* zpusob jednani pracovniki

* nedodrzeni ujednéni vyplyvajicich z uzaviené dohody o provedeni vySetfeni
enedodrzeni dohodnuté lhiity

Zpusob podani stiznosti:
* pisemn¢ (poStou, faxem, e-mailem)
* ustné (telefonicky, pfi osobnim jednéni)

Terminy pro vyrizeni stiznosti:
* Pokud stiZznost neni feSena ihned, je termin na vytizeni stiznosti 30 dn. Odpovédny pracovnik
zakaznikovi telefonicky sdéli vysledek Setfeni.

8. Piilohy

Samostatné prilohy volné ke staZeni:

e Zadanka o genetické vySetieni
e Souhlas vySetfované/ho (zdkonného zastupce) s genetickym laboratornim vysetfenim
e Protokol o transportu biologického materialu
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