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1. Uvod

Cilem dokumentu je informovat |ékafe a Zadatele o laboratorni vySetfeni o nabidce naSich sluzeb,
poskytnout zdravotnickym pracovnikiim potfebné informace pfed viastnim vySetfenim, z jeho pribéhu
a po vySetfeni (informace o vydavani vysledka).

Tato pfirucka je jednim z prostfedk(l pro komunikaci mezi Iékafi a genetickou laboratofi a v neposledni
fadé je prezentaci nasi prace. Obsahuje poZadavky pro provedeni spravného odbéru vzorkd, jejich
manipulaci a skladovani tak, aby nebyl negativné ovlivnén vysledek laboratornich vysetfeni. Zadatelé o
vySetfeni maji k pfiru¢ce dostupné pokyny pro pacienty, formulare pro informovany souhlas a privodky
pro vSechna laboratorni vySetfeni.

Soubor nabizenych laboratornich vySetfeni a metod je vytvofen a inovovan dle poZadavku klientd s
pfihlédnutim k odbornému vyvoji v oblastech klinické genetiky a reproduk&ni imunologie.

Laboratorni pfiru¢ka je souc€asti fizené dokumentace laboratofe, je pravidelné aktualizovana a
zadatelim o vySetfeni je dostupna na webovych strankach laboratofe www.genetika-plzen.cz, na
kterych jsou uzivatelé laboratornich sluzeb informovani o0 zménach a aktualizacich.
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2. Informace o laboratori

2.1 Zakladni udaje o laboratofi

Geneticka laborator je soucasti spolecnosti Genetika Plzen, s.r.o., ktera je ¢lenem koncernu Skupiny
Next Clinics pUsobici v oblasti poskytovani zdravotni péce.

Nazev spolecnosti: Genetika Plzen, s.r.o.

ICO: 26357623

Sidlo spole¢nosti: Parkova 1254/11a, 326 00 Plzen-Cernice
Statutarni zastupci: MUDr. Petr Losan, jednatel

Vedouci genetického pracovisté: MUDr. Petr LoSan

Nazev laboratore: Geneticka laborator

Adresa laboratore: Parkova 1254/11a, 326 00 Plzen-Cernice
e-mail: office@genetika-plzen.cz

telefon: +420 377 241 529, +420 377 452 322
Vedouci laboratore: Mgr. Sabina Planetova

Zastupce vedouci laboratofe: MUDr. Petr LoSan

Manazer kvality: Bc. Adéla Novakova

DetaSované pracovisté: Detasované pracovisté Plzen, Rejskova
Adresa pracovisté: Rejskova 855/10, 326 00 Plzen

Vedouci pracovisté: Mgr. Michaela Necesankova, Ph.D.

Genetickou laboratof tvofi 4 samostatné odborné sekce:
Sekce cytogenetiky
Vedouci sekce: Mgr. Sabina Planetova
+420 604 106 586
sabina.planetova@next-clinics.com

Sekce reprodukéni imunologie

Vedouci sekce: Prof. MUDr. Zderika Ul¢ova-Gallova, DrSc.
+420 720 973 820
zdenka.ulcova-gallova@next-clinics.com

Sekce reprodukéni genetiky

Vedouci sekce: RNDr. Martina Hruba, Ph.D.
+420 605 179 548
martina.hruba@next-clinics.com

Sekce molekularni genetiky

Vedouci sekce: Mgr. Michaela Nedesankova, Ph.D.
731 433 571, 731 433 596
michaela.necesankova@next-clinics.com

Soudni znalec: Ing. lvana Vobrubova
+420 601 083 734
ivana.vobrubova@next-clinics.com
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Odborné konzultace: Doc. MUDr. FrantiSek Losan, CSc.

MUDr. Petr LoSan

Prof. MUDr. Zderika Ul¢ova—Gallova, DrSc.
MUDr. Dagmar Stenglova

MUDr. Olga Sluneckova

MUDr. Katefina Cabradova

MUDr. Jan Cibulka, Ph.D.

Provozni doba laboratore:

Pondéli 07:00 — 16:00
Utery 07:00 — 16:00
Streda 07:00 — 16:00
Ctvrtek 07:00 — 16:00
Patek 07:00 — 16:00

2.2 Uroven a stav akreditace

Laboratof je drzitelem osvédéeni o akreditaci systému managementu kvality dle pozadavk( normy CSN
EN ISO 15 189:2013 - Zdravotnické laboratofe — Pozadavky na kvalitu a zpusobilost pod ¢islem 8034.
Rozsah akreditace je veden a aktualizovan na webovych strankach v Seznamu cCinnosti v ramci

flexibilniho rozsahu akreditace.

Dale ma povoleni ¢innosti diagnostické laboratofe od Statniho Ustavu pro kontrolu I&Civ.
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aCGH / array CGH
AlH

APS
AZF
CNV
DNA
ELISA
FISH
FITC
HBOC
IVF
MLPA

NGS

NIPT
OA
PCR

PGT
PGT-A

PGT-SR

QF PCR
PMR
RA
SMA
STR

3. Terminologie, definice, zkratky
komparativni genomova hybridizace na Cipu, metoda molekularni genetiky a
cytogenetiky, z angl. Array Comparative Genome Hybridization

homologni inseminace (umisténi spermii muze do délohy partnerky), z angl.
Artificial Insemination by Husband’s Sperm

antifosfolipidovy syndrom, z angl. Antiphospholipid Syndrome
azoospermicky faktor

odchylky poctu kopii, z angl. Copy Number Variation

deoxyribonukleova kyselina, z angl. Deoxyribonucleic Acid

imunologicka metoda, z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
fluorescenéni in situ hybridizace

fluorescenéni barvicka, z angl. Fluorescein IsoThioCyanate

hereditarni karcinom prsu a ovarii, z angl. Hereditary Breast-Ovarian Cancer
in vitro fertilizace

metoda molekularni genetiky z angl. Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification

= masivné paralelni sekvenovani, sekvenovani nové generace z angl. New
Generation Sequencing

neinvazivni prenatalni testovani, z angl. non-invasive prenatal testing
osobni anamnéza

polymerazova fetézova reakce z angl. Polymerase Chain Reaction, metoda
molekularni genetiky

preimplantaéni genetické testovani, metoda molekularni a reproduk&ni genetiky

preimplantacni genetické vysetfeni aneuploidii, z angl. Preimplantation Genetic
Testing for Aneuploidies

preimplantaéni genetické vySetfeni nebalancovanych forem familiarnich
chromozomovych pfestaveb, z angl. Preimplantation Genetic Testing for
Familial Chromosomal Structural Rearrangements

kvantitativni fluorescenéni PCR, z angl. Quantitative Fluorescence PCR
psychomotoricka retardace

rodinna anamnéza

spinalni muskularni atrofie

genetické markery z angl. Short Tandem Repeats
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4. Zaméreni laboratore a spektrum nabizenych sluzeb

Geneticka laborator je ¢lenéna na 4 samostatné odborné sekce:
1 Sekce cytogenetiky (CG)
Sekce reprodukéni genetiky (RG)
Sekce molekularni genetiky (MG)
Sekce reprodukéni imunologie (RI)

Tato Laboratorni pfiru¢ka popisuje provadéni specializovanych cytogenetickych, molekularné
genetickych a imunologickych vySetfeni, a to z téchto primarnich materiali:

— plodové vody

— periferni krve (v€etné séra)

— fetalni krve

— slizniéniho stéru z dutiny Ustni (bukalniho stéru)
— potracené tkané

— choriovych klku

— blastomer

— ejakulatu

— ovulaéniho hlenu (sekretu)

—  bunék trofoektodermu

Pfehled provadénych vysetfeni je uveden v kap. 6.1 tohoto dokumentu.

V nasi laboratofi je mozné provést pouze izolaci DNA a zprostfedkovat vySetfeni provadéna ve
specializovanych centrech molekularni genetiky (napf. Marfantv syndrom, FAP apod.).

4.1 Seznam nabizenych laboratornich vysetireni

Konkrétni seznam nabizenych laboratornich vySetfeni v€etné zakladnich informaci je uveden v kap.
6.1.

4.2 Smluvni laboratore

Geneticka laboratof spolupracuje s akreditovanymi laboratofemi ve smyslu vypomoci v kritickych
situacich, ke konzultacim a k vySetfenim, kterd naSe laboratof neprovadi. Jedna se predevsim o
laboratofe:

- Biopticka laboratof s.r.o.

- Centrum lékafské genetiky s.r.o.

- FertiCare SE

- NL - BioLAB s.r.0.

-  REPROMEDA s.r.0.

- UK Lékarska fakulta v Plzni — Biomedicinské centrum

- Ustav biologie a lékafské genetiky 2. LF UK a FN Motol
- V38eobecna fakultni nemocnice v Praze

Dopravu zajistuje odesilajici laboratof. Vysledek vySetfeni je uveden na vysledkovém listu smluvni
laboratofe nebo na vysledkovém listu Genetické laboratofe, kde je jasné uvedeno, ktera laboratorni
vySetfeni byla provedena smluvni laboratofi.
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5. Prohlaseni o souhlasu

Pacient je vzdy seznamen s Ucelem, povahou a disledkem provadéného vysetfeni. Svym podpisem
stvrzuje, Zze souhlasi s odbérem, genetickym vySetfenim a pfipadnym uchovavanim odebraného
genetického materialu (je vzdy uvedeno v informovaném souhlasu DNA). Dale si pacient zvoli, zda
souhlasi se sdélenim pFipadnych klinicky vyznamnych nahodnych nalezu, které nesouvisi se zakladni
diagnézou. V pfipadé nesouhlasu pacienta s uchovavanim DNA je po odebrani identifikace likvidovana,
jako biologicky material.

Nékteré odbéry pro laboratorni vySetfeni provadéna v ramci Genetického pracovisté patfi mezi invazivni
a lékar odebirajici material je povinen informovat pacienty a pofidit pisemny souhlas o tomto
informovani na zakladé platné legislativy.

Téhotna pacientka je vzdy informovana a seznamena o modernim ultrazvukovém vysetfeni D3 (D4),
kdy je pou€ena o tom, Ze touto metodou nelze rozpoznat vSechny vrozené vyvojové vady plodu a svym
podpisem ztvrzuje, Ze s touto skute€nosti byla seznamena.

Samostatnymi dokumenty souvisejicimi s touto Laboratorni pfiru¢kou jsou formulafe pro informované
souhlasy:

— Souhlas vySetfované/ho (zakonného zastupce) s genetickym laboratornim vySetienim (F.GP
901)

— Nesouhlas vySetifované osoby (zakonného zastupce) s genetickym laboratornim vySetirenim —
negativni revers (F.GP 902)

— Pouceni a informovany souhlas s PGT / Informovany souhlas se skladovanim vzork po PGT
(pro pfipady, kdy zadajici uziva vlastni souhlas s PGT) — podrobnéji viz VD.GP 05 Laboratorni
prirucka PGT

— Informovany souhlas s genetickym testem NIPT kitem Panorama (F.GP 914)

— Informovany souhlas s invazivnim prenatalnim vySetfenim — amniocentéza, biopsie choriovych

kikd (F.GP 917)

Souhlasy najdete na webovych strankach Dokumenty ke stazeni.
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6. Manual pro odbér primarnich vzorka

V této kapitole jsou vSechny specifické pokyny tykajici se spravného odbéru a zachazeni s primarnimi
vzorky. Tyto pokyny jsou dulezité nejenom pro pracovniky laboratore, ale i pro pracovniky odpovédné
za odbéry primarnich vzorkd.

Zadajici ruéi za spravny odbér vzorku, jeho oznaéeni a transport do laboratore dle pokynt této
Laboratorni pfirucky.

Ovlivnéni vysledku vySetfeni:
1. Nedodrzeni zasad a pravidel pro odbér, uloZeni a transport do genetické laboratore, které jsou
uvedené v nasledujicich kapitolach.

2. Nedodrzeni doby dodani biologického materialu do laboratofe.

3. Nedostate€né nebo necitelné popisy biologického materialu odeslaného k laboratornimu
vySetfeni.

4. Neuplné vyplnéni privodky biologického materialu.

Dodani kontaminovaného biologického materialu.

6. Dodani nedostateCného mnozstvi biologického materialu.

o

U jednotlivych vySetfeni jsou popsany negativni faktory ovliviujici vysledek vySetfeni.
6.1 Zakladniinformace pro uzivatele laboratornich sluzeb Genetické laboratoie

6.1.1 Cytogenetické metody
Cytogenetické vysSetreni je provedeno po indikaci genetikem a fadném genetickém poradenstvi.

6.1.1.1 Chromozomalni vySetieni
Slouzi k uréeni karyotypu klasickymi cytogenetickymi metodami.

Vysetfeni se provadi:
Z plodové vody/choriovych klk

Dlvodem odbéru plodové vody je poZadavek na chromozomaini vySetfeni bunék plodu (tzn. amniocytt)
nebo vysSetfeni jednotlivych gend k vylou€eni vyvojovych vad u plodu. Zarover Ize vySetfit hladinu alfa-
fetoproteinu v plodové vodé. Jedna se o invazivni vySetfeni, kdy riziko komplikaci se pohybuje okolo
0.5 - 1%. Proto musi byt jasna indikace k provedeni odbéru plodové vody (amniocentéze). Plodova voda
obsahuje kozni a slizniéni buniky z povrchu plodu. Tyto bufiky se v laboratornich podminkach, v
kultivaénim mediu dale déli a dalSim zpracovanim je mozné z nich vy3etfit chromozomy plodu a jeho
genetickou vybavu.

Zmény v poctu nebo ve struktufe chromozomu doprovazeji zavazné vrozené vyvojové vady, které ve
vétsiné pfipadl nelze po porodu Iécit.

Amniocentéza se provadi nejéastéji mezi 16. - 18. tydnem gravidity, Ize ho vSak provést jiz od 14.
tydne gravidity. Odbér choriovych klkd se provadi mezi 9. - 13. tydnem gravidity.

V pfipadé odbéru provedeného ve vy3Sich tydnech gravidity, je potfeba brat v uvahu, Ze ukonceni
téhotenstvi z divodu poskozeni plodu je az na vyjimky povoleno pouze do konce 24. tydne téhotenstvi.
Vlastni kultivace a zhodnoceni preparatu se pohybuje mezi 9 — 16 dny, proto je dllezity termin
provedeni odbéru. Je nutné podcitat s dostatec¢nou Ihlitou na kultivaci, zpracovani a odecteni vzorku.

Indikace k vySetreni:
— pfedchozi narozeni plodu s chromozomalni abnormalitou nebo s vrozenymi vyvojovymi vadami

— narozeni mrtvého plodu nebo Umrti novorozence

— nosiéstvi chromozomalni pfestavby

— opakované spontanni potraty

— vyskyt mozaiky nebo aneuploidie pohlavnich chromozomu u jednoho z rodict
— pozitivni screening matefského séra

— vék matky nad 35 let
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— patologicky nalez na ultrazvuku
— pozitivni screening . trimestru
— dalSi méné Casté indikace

Z periferni krve

Dlvodem odbéru je uréeni karyotypu vySetfovaného pacienta. Pfi cytogenetickém vySetfeni karyotypu
z krve kultivujeme T-lymfocyty. Déleni T-lymfocytdl stimulujeme rostlinnym lektinem
Phytohemaglutininem (PHA). Pod mikroskopem sledujeme pocet a strukturu jednotlivych chromozom.
Odbér neprovadime po transfuzi a provedené infuzi (u novorozence) a po alogenni transplantaci kostni
dfené z duvodu vlivu na vysledky vySetfeni. Karyotyp by odpovidal karyotypu darce, ne pacienta.

Indikace k vySetreni:

— abnormalni fenotypické pfiznaky u pacienta

— problémy rdstu a vyvoje u pacienta

— mentalni retardace pacienta nebo v rodiné pacienta

— narozeni mrtvého plodu a umrti novorozence

— opakované spontanni potraty

— problémy s fertilitou

— pozitivni rodinna anamnéza chromozomalnich prestaveb

Z potracené tkané

Dlvodem odbéru je uréeni karyotypu potraceného plodu. K vySetfeni je nutné dodat sterilné odebranou
tkan o velikosti 0,5 x 0,5 cm (minimalné), ktera se vlozi do sterilni zkumavky s médiem (nebo
fyziologickym roztokem), a v co nejkratsi dobé vzorek dopravit na vySetfeni.

Indikace Kk vySetreni:

— stanoveni karyotypu potraceného plodu
— vylouceni vrozené chromozomové aberace u plodu

— odbér se neprovadi po transfuzi, infuzi (u novorozence) — karyotyp, by odpovidal karyotypu
darce, ne pacienta

Ovlivnéni vysledku vySetieni:

— kvalita provedeni odbéru a uchovani biologického materialu
— medikace pacienta s dlouhodobou lé€bou
—  Zivotni styl (koufeni, stres)

6.1.2 Molekularné-cytogenetické metody

6.1.2.1 FISH vySetieni

Fluorescencni hybridizace in situ (FISH) je zaloZzena na navazani fluorescenéné znaenych DNA sond
ke komplementarnim Usekdm cilové DNA chromozomU nebo interfaznich bunéénych jader fixovanych
na mikroskopickém preparatu. Ty jsou nasledné vizualizovany a detekovany pomoci epifluorescenéniho
mikroskopu.

Indikace k vySetreni:

— FISH vyS8etfeni se pouziva k upfesnéni a doplnéni chromozomalniho vySetfeni, popf. verifikaci
nalezu zjisténého béznym cytogenetickym rozborem. V nékterych pfipadech mize FISH
analyza nahradit béZny cytogeneticky rozbor (selhani kultivace, Casovy stres).

— Metoda FISH se dale pouziva u nékterych pfipadu preimplanta¢ni genetické diagnostiky.
VysSetfenim bunék odebranych z vyvijejiciho se embrya je tak mozZné odhalit sledované
genetické abnormality (aneuploidie, nebalancované translokace) budouciho plodu. Po tomto
vySetieni Ize k transferu do délohy vybrat pouze embrya s normalnim nélezem. Podrobné;si
informace viz VD.GP 05 Laboratorni pfiru¢ka PGT.
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Pouzivané FISH sondy:
e Centromerické sondy

lokalizace: hybridizuji s repetitivnimi satelitnimi sekvencemi pfedevS§im v centromerickych
oblastech

ucel: slouzi k diagnostice numerickych chromozomalnich aberaci, detekci chromozomd
neznamého plvodu

e Lokus-specifické sondy
lokalizace: hybridizuji s jedineénymi sekvencemi DNA

ucel: slouzi k diagnostice numerickych chromozomalnich aberaci, k vySetfeni mikrodeleci
u mikrodele¢nich syndromu (napf. Prader-Willi/Angelman sy., DiGeorge sy.), zjisténi
amplifikace onkogen( a nékterych specifickych translokaci

e Celochromozomové sondy
lokalizace: hybridizuji s mnohagetnymi chromozomovymi sekvencemi, oznaduji cely chromozom

ucel: slouzi k vySetfeni chromozomalnich prestaveb a analyze komplexnich translokaci, k
detekci pavodu marker chromozomu

6.1.2.2 VysSetfeni metodou array CGH

Flexibilni rozsah akreditace-laboratof mGze modifikovat vySetfované geny pfi zachovani principu
metody s upozornénim na uplatnéni flexibility ve vysledkovém listu.

Array CGH (komparativni genomova hybridizace na €ipu) je molekularné cytogenetické vySetfeni celého
genomu. Primarné slouzi k odhaleni nebalancovanych aberaci (ztrat a ziskl sekvenci), jejichz umisténi
v genomu neni pfedem znamé. Hlavnim principem je kompetice fluorescenéné znacené referenéni DNA
se znacenou DNA pacienta o komplementarni sekvence rozprostfené na Cipu. Intenzitu kazdého spotu
poté zachyti specialni scanner, pomoci néhoz mizeme analyzovat pomér obou fluorochrom(. Metodou
nelze prokazat balancované chromozomalni odchylky, nizkofrekvenéni mozaicismus a bodové mutace.

Kombinovany Cip oligonukleotidovych a SNP sond umoziiuje zarovern detekovat mista v genomu
s uplnou nebo parcialni ztratou heterozygozity.

Indikace k vySetreni:

Metoda array CGH se pouziva v diagnostice postnatalni, prenatalni i preimplantaCni. Vysetfeni je
indikované u pacientl s podezienim na vrozenou vyvojovou vadu s genetickou aberaci, u kterych
klasickymi cytogenetickymi a molekularné genetickymi metodami nebyly prokazany zadné zmény
genetické vybavy.

Postnatalni diagnostika (normalni karyotyp, normalni molekularné geneticka vySetreni, napf. vylouceni
syndromu fragilniho X) a bez vysvétlené pficiny:

— psychomotoricka retardace / stigmatizace

— problémy rdstu a vyvoje
— mnohocetné vrozené vady

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

— vySetfeni obou rodi€d soucasné s vySetfenim plodu, pokud jeho stafi prekroCilo 20. tyden
gravidity a nepfesahlo ukonéeny 24. tyden té€hotenstvi

— vySetfeni obou rodi¢l v pfipadé Cipového nalezu u plodu nebo ditéte k objasnéni, zda se jedna
0 aberaci de novo nebo zdédénou nebo pro posouzeni patogenity nalezu

— nelze vySetfit karyotyp (hemozZnost kultivace, nedostatek materialu apod.)

Prenatalni diagnostika:
Metoda array CGH je v sou€asné dobé povazovana za metodu prvni volby v prenatalnim vysSetfeni.

Ovlivnéni vysledkl vySetieni:
— kvalita provedeni odbéru biologického materialu
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6.1.3 Molekularné-genetické metody

Molekularné genetické vysSetfeni je provedeno po indikaci genetikem a fadném genetickém
poradenstvi, nebo hematologem.

Izolace DNA je vychozi krok ke vSem metodam molekularni genetiky.

Laboratof provadi:
— izolaci DNA ze vzorku periferni krve, plodové vody a choriovych klku
— izolaci DNA z kultivovanych bunék bunéénych kultur
— izolaci DNA ze slizni¢nich stérd
— izolaci DNA z tkané potracenych plod
— izolaci DNA z bunék trofoektodermu embryi
— izolace DNA z fetalni krve

6.1.3.1 QF PCR vysetieni

Flexibilni rozsah akreditace-laboratof mGze modifikovat vySetfované geny pfi zachovani principu
metody s upozornénim na uplatnéni flexibility ve vysledkovém listu.

VysSetfeni metodou QF PCR slouzi jako rychla diagnostika aneuploidii a uniparentalni dizomie
autozomalnich chromozom a pohlavnich chromozom(. Jedna se o analyzu specifickych STR lokust
pomoci PCR techniky a nasledné fragmentacni analyzy kapilarni elektroforézou.

Detekce dédiénych onemocnéni zahrnuje pfedev§im syndromy Down, Edward, Patau, Klinefelter,
Turner, Jacob (supermale), triple X (superfemale) a polyploidie.

Vysetfeni aneuploidii Ize provadét z plodové vody, choriovych klk(, fetalni krve a potracené tkané plodu

Indikace k vySetreni:

— pozitivni, atypicky nebo hrani¢ni screening I. a Il. trimestru
— celkové genetickeé riziko nad 10 %

abnormalni ultrazvukovy nalez
kombinace vice rizikovych faktord

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetreni:
— S$patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.2 VysSetieni mutaci v CFTR genu pro cystickou fibrézu

Laboratof provadi vySetfeni 68 mutaci CFTR genu a stanoveni polymorfismu v intronu 8 (Tn varianty)
pomoci kitu Devyser Core nebo Devyser 68.

VySetfované mutace predstavuji 96 % v8ech mutaci CTFR genu v Ceské populaci. Jejich vylou¢enim
se shizuje pravdépodobnost nosi¢stvi mutace v CFTR genu na 1:847 (0,118 %).

Test je schopen zachytit jak asymptomatické pfenaSele (heterozygoty), tak postizené jedince
(homozygoty).

Indikace k vySetreni:

— U pacienta s pfiznaky cystické fibrozy

— U pfibuznych pacienta s cystickou fibr6zou a detekovanymi mutacemi v CFTR

— u partnera nosi¢e mutace pfed planovanym téhotenstvim, pfipadné v pribéhu t&hotenstvi
— udospélych muzl s poruchou plodnosti

— prenatalni diagnostika v pfipadé partner(i heterozygotu pro mutaci v CFTR genu

— prekoncepéni vySetreni

— darci gamet

Negativni faktory ovliviiujici vysledky vySetreni:
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— $patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.3 Vysetieni nejéastéjSich mikrodeleci AZF oblasti na Y chromozomu

Analyza AZF oblasti (azoospermicky faktor) na dlouhém rameni Y chromozomu.

Jsou vysSetfovany oblasti AZFa, AZFb, AZFc a z kazdé oblasti jsou vySetfovany 2 STS lokusy.
Uvedeny postup zachyti cca 90 % deleci v AZF oblastech

Indikace k vySetreni:

— porucha plodnosti u muzi — azoospermie nebo oligozoospermie.

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetreni:
— $patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.4 VysSetieni na pritomnost trombofilnich variant
Gen pro koagulaéni faktor V — varianta FV Leiden — G1691A (AGR506Thr)
Gen protrombin (koagulaéni faktor Il) — varianta G20210A

Indikace k vySetreni:

—  Zilni trombdéza (embolie) u jedince pod 50 let
— trombdza na neobvyklém misté
— tromboembolicka choroba u pacienta se zatizenou rodinnou anamnézou

—  Zilni trombo6za v pribéhu téhotenstvi nebo v souvislosti s uzivanim hormonaini terapie nebo
antikoncepce

— pacient pfed planovanych chirurgickym vykonem s rodinnou anamnézou
— pacientka s opakovanymi potraty ve Il. nebo lll. trimestru téhotenstvi bez objasnéné pficiny
— indikace klinickym hematologem

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetreni:
— $patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.5 VysSetieni mutace 35delG, W24X v genu pro connexin 26

Detekce prevalentnich mutaci v genu pro connexin 26 (GJB2). VySetfovand mutace je nej¢astgjsi
pfi€inou ztraty sluchu.

VysSetfenim je mozné zachytit jak postizené jedince (homozygoty), tak slySici pfenasece (heterozygoty).

Indikace k vySetreni:

— vrozena prelingualni ztrata sluchu
— vrozena prelingualni ztrata sluchu v rodiné
— vy3etfeni vrozené ztraty sluchu pfed kochleérni implantaci

— testovani pfitomnosti mutace u partnerd v pfibuzenském svazku, popf. u novorozencl
narozenych z incestnich vztah

— vy38etfovani slySicich pfibuznych v rodinach, kde jiz byla mutace zjisténa

Negativni faktory ovliviiujici vysledky vySetieni:

— $§patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.6 DNA uréovani otcovstvi pomoci STR markert

Multiplex PCR 16-ti STR marker(l s naslednou fragmenta¢ni analyzou, za pouziti kitu AmMpFLSTR®
Identifiler® Kit.

S posudkem soudniho znalce se musi vySetfit domnély otec, matka a dité (pop¥. vice domnélych otcl,
Ci vice déti).
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Pokud je pozadovan posudek soudniho znalce musi byt vzorky odebrany dle protokolarniho
odbéru (viz kap. 6.8.9).

Pokud posudek neni pozadovan, Ize provést analyzu jen otce a ditéte bez vySetfeni matky, v tomto
pfipadé se neprovadi protokolarni odbér (tyto analyzy provadime pouze ve vyjimeénych pfipadech s
ohledem na zajmy nezletilého ditéte).

Vysetieni provadime na zakladé objednavky Zadatelli o vySetieni (soukromé osoby, soudy,
statni zastupitelstva, popf. jiné organy ¢inné v trestnim fizeni).

6.1.3.7 DNA vysetieni predispozi€nich alel k celiakii

Flexibilni rozsah akreditace-laboratof mGze modifikovat vySetfované geny pfi zachovani principu
metody s upozornénim na uplatnéni flexibility ve vysledkovém listu.

VySetfeni se provadi za u¢elem detekce HLA alel predispozi¢nich k celiakii.

VySetfované alely se vyskytuji u vice nez u 99 % pacientl s celiakii a u 20 % zdravych kontrol.
PFitomnost predispoziénach alel zvySuje 50x riziko onemocnéni celiakii oproti populaci.

Indikace k vySetreni:

neprospivani u déti
zazivaci potize

vyskyt celiakie v rodiné

anemie neznamého plvodu

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetreni:

— $patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.8 DNA vysSetieni alely HLA-B27

Flexibilni rozsah akreditace-laboratof mize modifikovat vySetfované geny pfi zachovani principu
metody s upozornénim na uplatnéni flexibility ve vysledkovém listu.

VySetfeni se provadi za ucelem detekce alely HLA- B27.

Alela HLA-B27 je asociovana s ankylozujici spondylitidou a spondyloarthropatii. ZvySeny vyskyt tohoto
antigenu je spojovan i s dal§imi onemocnénimi, jako je Reiteriv syndrom nebo uveitida.

Vyskyt alely HLA-B27 je u bélocht asi 8 %.
Vyskyt alely B27 u pacientl s ankylozujici spondylitidou je vice nez 95 % (u béloSské populace).
Neni vhodné pouzit tento test pro vySetfeni asymptomatické populace pro detekci ankylozujici

spondylitidy, ale test ukazuje na zvySenou pravdépodobnost vyskytu u symptomatického pacienta. Test
je také vhodny k vylou€eni choroby u klinicky nejasného pacienta.

Indikace k vySetreni:

— vhodné pro pacienty s klinickymi projevy ankylozujici spondylitidy

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetreni:
— S$patna kvalita primarniho vzorku

— pfitomnost alely B*27060 a B*2709, muze vést k faleSné pozitivnimu vysledku. A¢koli se jedna
o B27 alely, nejsou asociovany s chorobou, ale maji naopak protektivni vliv. Vyskyt téchto alel
v Ceské populaci je velmi vzacny.

6.1.3.9 VysSetieni syndromu fragilniho X chromozomu — FRAXA

PCR vySetieni ke stanoveni po¢tu opakovani CGG repetice v genu FMR1. Syndrom fragilniho X
chromozomu je nejcastéjsi pficinou mentalni retardace u chlapcli, maze byt pficinou mentalni retardace
i u divek. NosiCky premutace mohou trpét pfed€asnym ovarialnim selhanim. U nosi¢d (muzd) premutace
se m(ize vyskytovat presenilni tremor.

Indikace k vySetreni:
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— PMR, autismus v OA nebo v RA
— predCasné ovarialni selhani
— presenilni tremor u muzd

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetreni:
— $§patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.10 Mutacni analyza geni metodou Sangerova sekvenovani

Flexibilni rozsah akreditace-laboratof mize modifikovat vySetfované geny pfi zachovani principu
metody s upozornénim na uplatnéni flexibility ve vysledkovém listu.

Detekce znamé mutace v rodiné nebo ovéfeni nalezu ze sekvenovani nové generace.

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetfeni:
— $patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.11 VysSetfeni mutace (c.657-661del5) genu NBN
VySetfeni se provadi za ucelem detekce mutace (c.657-661del5) v genu NBN.

Tato mutace v homozygotnim stavu je zodpovédna za Nijmegen breakage syndrome (NBS). NBS je
vzacné autozomalné recesivni onemocnéni, Castéji se vyskytujici u slovanské populace. Jedna se o
syndrom instability chromozomt s mikrocefalii, rlstovou retardaci, imunodeficienci a predispozici k
malignitam.

Pacienti s NBS jsou hypersenzitivni viéi ionizaénimu zareni.

Frekvence nosi¢l této mutace u slovanské populace je uvadéna 1:100-150.

Indikace k vySetfeni:

— vhodné pro pacienty s klinickymi projevy mikrocefalie, instability chromozomu, rlstové
retardace, zvySené Cetnosti malignit v rodinné anamnéze

— vhodné je testovani u pracovniku na rizikovych pracovistich (RTG)

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetfeni:
— $patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.12 VysSetieni mutaci zodpovédnych za hemochromatézu

Hemochromaté6za je porucha ukladani zeleza, ktera ma za nasledek jeho ukladani v parenchymailnich
bunkach. Jak onemocnéni postupuje, vede to k rozsahlému poSkozeni tkané, diabetu mellitu, cirhdze
jater, hepatocelularnimu karcinomu, srde¢nimu selhani, artritidé a pigmentaci. Prvni pfiznaky se €asto
objevuji mezi 40. a 50. rokem. Jedna se o autozomalné recesivni poruchu.

Detekujeme nejastéjSi mutace 845G>A (C282Y) a 187C>G (H63D) v lidském genu HFE pomoci
alelové specifické PCR. Test je schopen zachytit jak asymptomatické prenasece (heterozygoty), tak
postizené jedince (homozygoty).

Indikace k vySetfeni:
— fibréza az cirhéza jater
— kardiomyopatie
— pankreopatie
— diabetes
— artropatie
— pigmentace klze

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetfeni:

— Spatna kvalita primarniho vzorku
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6.1.3.13 Molekularné-genetické vysetieni Gilbertova syndromu

Gilbert(lv syndrom je zpusoben poruchou ¢innosti UDP-glukuronyltransferazy 1A1, snizenou na 20-30
% u postizenych homozygotl. Projevuje se nej¢astéji mirnou hyperbilirubinemii bez znamek jaterniho
onemocnéni &i hyperhemolyzy. Onemocnéni je povazovano za malo zavazné. Nejcastéji (nad 90 %
pfipadi) je pfi€¢inou navySeni poc¢tu TA opakovani v promotorovém TATA boxu UGT1A1 genuz6na?.

Analyza se provadi pomoci PCR s fluorescenéné zna¢enymi primery s naslednou detekci na kapilarni
elektroforéze. V pfipadé nalezeni homozygotniho vysledku 7TA/7TA potvrzujeme Gilbertliv syndrom, v
ostatnich pfipadech se nelze spolehlivé vyjadfFit.

Indikace k vySetfeni:
— izolovana mirna hyperbilirubinemie (podezfeni na Gilbert(lv syndrom)
— u pfibuznych s prokazanym Gilbertovym syndromem
— pred nasazenim irinotecanu

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetieni:
— $patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.14 VysSetieni mutace zodpovédné za laktézovou intoleranci

Jako u v8ech savcu, je i u ¢lovéka schopnost travit laktézu nejvétsi v kojeneckém véku a s pfibyvajicim
vékem klesa. Dospély Clovék ve srovnani s kojencem produkuje pouze desetinu laktazy a vétSina lidi
ve véku 60 let uz laktézu vibec nestravi. Odhadem 75 — 80 % svétové populace je v dospélosti
intolerantni na laktézu. NejC¢astéjSimi pfiznaky jsou poruchy traveni laktézy, plynatost, abdominalni
distenze a prlijem. Laktézova intolerance se liSi u etnickych skupin, pfi¢emz u evropské populace se
pohybuje okolo 30 %. VySetfuje se varianta -13910T v promotorové oblasti genu LCT.

Test je schopen zachytit jak asymptomatické prenaSece (heterozygoty), tak postizené jedince
(homozygoty).

Indikace k vySetfeni:
— gastrointestinalni obtize po konzumaci potravin s obsahem laktézy
— odliseni primarniho typu deficitu laktazy od sekundarniho typu
— patologicky laktozovy toleranéni test nebo pozitivni H2 dechovy test
— osteopordza

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetfeni:
— $§patna kvalita primarniho vzorku

6.1.3.15 Neinvazivni prenatalni vysetieni (NIPT) chromozomi pomoci masivné paralelniho
sekvenovani

Neinvazivni prenatalni vysSetfeni (NIPT) je vySetfeni nejCastéjSich aneuploidii plodu z krve matky.
Vyuziva se volna DNA (smés volné DNA matky a plodu) izolovana z plazmy. Pouzivame test Panorama
(firma Natera), zalozeny na cileném SNP sekvenovani, ktery mu umozni odlisit volnou DNA plodu a
volnou DNA matky. Panorama test vykazuje vysokou senzitivitu pro trizomie chromozomu 21 (99,9 %),
13 (99 %),18 (96,4 %) a pohlavnich chromozom (99 %), i pro monozomii chromozomu X (92,9 %).
Zaroven umi detekovat syndrom mizejiciho dvojcete a triploidii.

Indikace k vySetfeni:

1. ZvySené genetické riziko vyskytu chromozomalni aberace pro plod (chromozomy 21,18, 13, X,
Y)

2. Normalni ultrazvukovy nalez pfi pozitivnim /hraniénim/atypickém screeningu

3. ZvySené riziko komplikaci pfi provedeni invazivni diagnostiky (CVS/AMC) pfi zvySeném
genetickém riziku

4. VysSi vék téhotné (nad 38 let)

5. Téhotenstvi po IVF, dysfertilité nebo IéCené sterilité

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetfeni:
— $§patna kvalita primarniho vzorku
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6.1.3.16 Mutacni analyza geni metodou masivné paralelniho sekvenovani

Flexibilni rozsah akreditace-laboratof mGze modifikovat vySetfované geny pfi zachovani principu
metody s upozornénim na uplatnéni flexibility ve vysledkovém listu.

6.1.3.16.1 Geny souvisejicich s hereditarnim karcinomem prsu a ovarii (HBOC), stfeva a
Zaludku.

Hereditarni syndrom nadoru prsu a/nebo ovarii je autozomalné dominantni syndrom s neuplnou
penetranci. PFi€inou jsou kauzalni (patogenni) mutace pfedevSim v tumor supresorovych genech
BRCA1 nebo BRCA2. Kumulativni riziko pro vznik nadoru prsu u nosi¢ek zarode¢né mutace v genech
BRCA1 a BRCA2 je odhadovano zhruba na 85 % do véku 70 let. Celozivotni riziko onemocnéni
nadorem vajecnikl se u nosi¢ek mutace v genu BRCA1 odhaduje na cca 40-60 % a u nosi¢ek mutace
v genu BRCAZ2 dosahuije toto riziko cca 27 %. Kromé gend BRCA1,2 jsou za vysoce rizikové v souvislosti
s nadory prsu povazovany geny TP53, STK11, CDH1, PTEN, PALB2, stfedné rizikové pak geny ATM,
CHEK2, NBN. U nadort ovarii jsou vysoce rizikové geny pro Lynchlv syndrom (MLH1, MSH2, MSHS6,
PMS2), dale geny BRIP1, RAD51C a RAD51D.

Kromé hereditarniho syndromu nadoru prsu a/nebo ovarii byly genetické dispozice zjistény i u nadort
stfeva (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, APC) a zaludku (CDH1).

Mutaéni analyza/screening téchto genll umoznuje potvrzeni genetického pozadi vzniku nadorového
onemocnéni u postizenych jedinct a nasledné prediktivni testovani jejich biologickych pfibuznych.
Asymptomaticti nosi¢i mutace jsou zafazeni do dispenzarizacniho programu, ktery slouzi k véasnému
zachytu mozného nadorového onemocnéni.

Indikace k vySetieni:
— Familiarni vyskyt
o 3xdiagnostikovany karcinom prsu v jakémkoliv véku
o 2xdiagnostikovany karcinom prsu, alespori jeden pfipad pod 50 let, nebo oba do 60 let

o Probandka s karcinomem prsu v jakémkoli véku s pfimym pfibuznym s nadorem
spojenym s HBOC (pfedevsim slinivka a prostata)

o Karcinom ovarii v rodinné anamnéze
—  Sporadicky vyskyt
o V8echny epitelové karcinomy ovarii/vejcovod(l a primarni peritonealni karcinom bez
ohledu na vék

o Dva samostatné primarni karcinomy prsu, prvni do 50 let, nebo oba do 60 let (bilateralni
nebo ipsilateralni/synchronni nebo metachronni)

Unilaterarni karcinom prsu do 45 let (do 50 let, pokud neni znama rodinna anamnéza)
Probandka s karcinomem prsu a pankreatu v jakémkoliv véku

Muzsky pacient s karcinomem prsu

Medularni a atypicky medularni karcinom prsu

Karcinom prsu triple negativni (negativita estrogenovych, progesteronovych receptor
a HER2) do 60 let véku

— Vyskyt patogenni varianty genu u pfibuznych

O O O O O

Hereditarni nepolypézni karcinom (HNPCC, Lynchiv syndrom)
— Zakladni indikaéni kritéria (podrobné viz. Amsterdamska kriteria |, IlI; Bethesda kriteria)

— Opakovany vyskyt nadoru tlustého stfeva a délohy v rodiné (dva a vice pfipadu v linii)
— Nador kolorekta nebo nador délohy pfed 40 rokem véku

— Bethesda kritéria (http://www.lynch.cz/Muir-Torre-syndrom/slovnik/revidovana-kriteria-
Bethesda.php)

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetreni:
— Spatna kvalita primarniho vzorku
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6.1.3.17 VysSetieni deleci €i duplikaci metodou MLPA s naslednou fragmentacni analyzou

Flexibilni rozsah akreditace - laboratof muze modifikovat vySetfované geny pfi zachovani principu
metody s upozornénim na uplatnéni flexibility ve vysledkovém listu.

Metoda ,Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification“ (MLPA) slouzi k detekci.

pocetnich zmén jako jsou delece a duplikace. Je to vysoce citliva metoda, ktera je schopna zachytit
zmeény jak v heterozygotni, tak v homozygotni podobé. Tuto metodu v sou¢asné dobé pouzivame k
detekci deleci a duplikaci gent SMN1, SMN2 a genu spojenych s hereditarnim karcinomem prsu a
ovarii, stfeva a zaludku.

Gen SMN1

Spinalni muskularni atrofie (SMA) je po Duchennové svalové dystrofi druhé nejcastéjsi
neuromuskularni onemocnéni (prevalence 1/8000). Zaroven je druhou nejCasté&jsi pfiCinou umrti
kojencl na autozomalné recesivni chorobu. V 95 % pfipadd SMA je genetickou pfi¢inou delece genu
SMN1. Jedinci, ktefi nesou mutovanou variantu genu SMN1 nemaji zadné projevy a jsou tudiz
pfenasedi. Pro projev onemocnéni je nezbytna pfitomnost obou mutovanych variant genu SMN1.

Indikace k vySetieni:
— symptomaticti jedinci se suspektni diagnézou SMA
— asymptomaticti jedinci s potvrzenym ¢&i podezielym vyskytem SMA v rodinné anamnéze
— rodinni pfibuzni prvniho stupné ¢i partnefi pfenasec¢t SMA
— prenatalni vySetfeni plodu, pokud jsou oba rodi¢e pfenaseci SMA

— prekoncepéni vysetieni
— darci gamet

Negativni faktory ovliviujici vysledky vySetieni:
— S$patna kvalita DNA

6.1.4 Metody reprodukéni genetiky

6.1.4.1.1 VySetreni prenasSecéstvi pro nejéastéjsi recesivni monogenni onemocnéni — Carrier
screening

Carrier screening je prekoncepéni test, jehoz cilem je snizit riziko narozeni ditéte postizeného
monogennim onemocnénim. U budoucich rodi€l jsou vySetfovany geny spojené s nejCastéjSimi
autozomalné recesivné dédiénymi a X-vazanymi onemocnénimi. Test odhali tzv. skryté pfenasece, tedy
jedince, ktefi jsou zdravi, ale nesou jednu kopii genu zasazenou mutaci. Pokud u autozomalné
recesivniho onemocnéni nesou oba partnefi mutaci v kauzalnim genu, tj. oba jsou skryti zdravi
prenadedi predispozice pro stejné onemocnéni, je u tohoto paru 25% riziko narozeni ditéte postizeného
danym onemocnénim. V pfipadé X-vdzanych onemocnéni je skrytou pfenaseckou pouze zdrava matka,
ktera s rizikem 50% muze pfedat mutovany gen na pohlavnim chromozomu X svému synovi, ktery pak
bude postizeny.

Nabizeny test je tzv. ,rozSifeny“ screening prenaseéstvi (Expanded Carrier Screening) a cili na
nejCastéji se vyskytujici vazné recesivni choroby ve vSech svétovych etnikach. Pro seznam
vySetfovanych genll a onemocnéni, viz Carrier screening | Genetika Plzeri (genetika-plzen.cz): ,Carrier
screening — Seznam vysetfenych onemocnéni“. Do testu jsou zahrnuty i genové varianty, které mohou
souviset s poruchami reprodukce, v€etné vrozenych trombofilnich stavl, pro seznam variant, viz Carrier
screening | Genetika Plzen (genetika-plzen.cz).

Vy8etfeni je provedeno metodou sekvenovani nové generace (NGS), které umoziiuje soudasnou
analyzu vSech cilovych genl zaroven. Neanalyzuji se pouze nej¢astéjSi mutace, nybrz celé kédujici
sekvence, a navic je zahrnuta i detekce rozsahlejSich (exonovych) ziskl/ztrat (tzv. Copy Number
Variations), ¢imz je dosazeno vyznamného zvySeni miry detekce mutaci (az na 99 %) a tedy i snizeni
rezidualniho rizika pfenasecstvi.

Indikace k vySetreni:

— Pary pfed planovanim koncepce, bez genetické zatéZe v rodinné anamnéze (v pfipadé
genetické zatéze v rodiné muze byt test proveden jako doplfikovy vedle primarni analyzy
zacilené na familiarni onemocnéni)

Negativni faktory ovliviiujici vysledky vySetreni:
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— nevhodny odbér primarniho vzorku
— nevhodna metoda izolace DNA

6.1.4.2 Preimplantaéni genetické vysSetieni chromozomovych aberaci (PGT-A, PGT-SR)
metodou masivné paralelniho sekvenovani
Abnormalni poc¢et chromozomu (aneuploidie) embryi je nejcastéjsi pficinou selhani procesu in vitro
fertilizace (IVF) a ztraty téhotenstvi. Metoda NGS (sekvenovani nové generace) umoziiuje testovani
biopsii trofoektodermu embryi po procesu IVF a selekci embryi s normalnim poétem chromozomu
(euploidnich) pro implantaci. Bioptované bunky jednotlivych embryi jsou podrobené celogenomové
sekvenacni analyze kitem VeriSeq (lllumina) a vyhodnocené na pfitomnost nebalancovanych aberaci u
vSech 24 chromozomd, tzv. preimplantani genetické testovani aneuploidii (PGT-A) nebo
nebalancovanych forem familiarnich chromozomovych piestaveb (PGT-SR). Embrya s normalnim
chromozomalnim profilem jsou nasledné doporudena pro transfer do dé&lohy v ramci asistované

Indikace k vySetreni:
Indikaéni kritéria pro PGT-SR:

— NosicCstvi tzv. balancované chromozomové prestavby (obvykle translokace) u jednoho nebo
obou partnert

— PFitomnost pocetnich zmén pohlavnich chromozom( (gonozomu), véetné mosaikové formy, u
jednoho nebo obou partnert

Indikaéni kritéria pro PGT-A:
— vyS8Si maternalni vék (> 35 let)
— opakované potraceni (2x a vice)**
— porod nebo potrat plodu s chromozomovou abnormalitou**
— opakované selhani pfedchozich (celych) cyklld IVF (2x a vice)**
— opakované selhani implantace po pfedchozich embryotransferech (2x a vice)
— vyrazné zhorSené parametry spermiogramu u partnera**

— pouziti spermii po TESE (odebrani spermii pfimo z varlete) ¢i MESA (odebrani spermii pfimo z
nadvarlete) pro IVF**

— stav po Ié€bé onkologického onemocnéni pomoci chemoterapie &i ozafovani u jednoho nebo
obou partnerd**

** indikace s moznosti uhrady vysetfeni ZP

Negativni faktory ovlivriujici vysledky vySetieni:
— $patna kvalita embryi

— $patna kvalita bioptovanych bunék trofoblastu

6.1.5 Metody reprodukéni imunologie

Jsou zaméfeny na vySetieni buné&né odezvy v podobé protildtkovych aktivit namifenych proti
pohlavnim burikam, spermiim a povrchu oocytl, dale proti €asnym zarodkdm.

Negativni faktory ovliviiujici vysledky imunologickych vySetreni:

e Sérum: Vyhnout se pouzivani hemolytickych, lipemickych a ikterickych sér. Krev odebirat a
sérum uchovavat podle platnych smérnic a metod.

e Ovulacni hlen: Zpracovani a uchovavani ovulaéniho hlenu podle daného pracovniho postupu.

o Ejakulat: DodrZzovani pfedepsanych podminek odbéru a nasledné zpracovani ejakulatu podle
daného postupu.

6.1.5.1 Vysetieni protilatek proti fosfolipidiim

Vyskyt protilatek proti fosfolipiddm a komplexdm fosfolipid-protein (aPL) je spojovan s klinickym
obrazem antifosfolipidového syndromu (APS). APS zahrnuje i velmi pocetnou skupinu nemoci
autoimunitniho plvodu.
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PFitomnost vysokych hladin protilatek proti fosfolipidim u téhotnych Zen je divodem zvySené péce o
pacientku, nebot’ je nebezpeli samovolného potratu, nitrodélozniho umrti plodu nebo chorobného
srazeni krve (trombdza) se v8emi nezadoucimi ucinky.

VySetiujeme:
— protilatky proti kardiolopinu ve tfidé 1gG, IgM
— protilatky proti annexinu V ve tfidé 1gG, IgM
— protilatky proti beta2-glykoproteinu | ve tfidé IgA, I1gG
— protilatky proti fosfatidylserinu ve tfidé IgG, IgM
— protilatky proti fosfatidylinositolu ve tfidé 1gG, IgM
— protilatky proti fosfatidylethanolaminu ve tfidé 1gG, IgM
— protilatky proti kyseliné fosfatidové ve tfidé IgG, IgM

Indikace k vySetieni:
— primarni sterilita u Zzeny
— opakované doposud nevysvétlené potraceni
— opakované doposud nevysvétlené neuspéchy pfi oplodnéni ve zkumavce (IVF)
— pacientky se zakladnim autoimunitnim onemocnénim
— pacientky s anamnézou preeklampsie-eklampsie

6.1.5.2 VysSetreni antiovarialnich a antizonalnich protilatek

Protilatky zaméfené proti antigenm ovaria a zona pellucida v séru mohou zputsobovat u Zen primarni i
sekundarni sterilitu i tim, Ze nedojde ke splynuti spermie s vajickem. Jsou obrazem autoimunitni
reaktivity k povrchu oocytu, k zoné pellucidé.

Indikace k vySetieni:
— primarni sterilita u zeny
— opakované doposud nevysvétlené potraceni
— opakované doposud nevysvétlené neuspéchy pfi oplodnéni ve zkumavce (IVF)
— pacientky se zakladnim autoimunitnim onemocnénim

— pacientky s anamnézou preeklampsie - eklampsie

6.1.5.3 VysSetfeni antispermatozoidalnich protilatek

Protilatky proti spermiim brani pfirozené kapacitaéni a akrozomalni reakci spermii, stavaji se prekazkou
pro splynuti spermie s oocytem. Vlastni prinik spermii genitalnim traktem Zeny byva naruSen
pritomnymi protildtkami proti spermiim jednak v ovulaénim sekretu hrdla déloZniho, jednak pfitomnymi
ve vlastnim ejakulatu. Také vzajemné vztahy mezi obalem vaji¢ka, zonou pellucidou a nasledné spojeni
s muzskou pohlavni bufikou maze byt témito protilatkami ztizeno.

Protilatky proti spermiim vySetfujeme v séru, ejakulatu a ovulacnim hlenu.

Indikace k vySetieni:
— primarni sterilita u Zeny
— opakované doposud nevysvétlené potraceni
— opakované doposud nevysvétlené neuspéchy pfi oplodnéni ve zkumavce (IVF)

— pacientky se zdkladnim autoimunitnim onemocnénim
— pacientky s anamnézou preeklampsie-eklampsie
— umuzl z paru pro snizenou plodnost

— ejakulaty pred kryokonzervaci spermii z dlivodu zavazného onemocnéni, dlouhodobé napf.
sluzebni pracovni cesty apod.

— umuzl - darcd spermii

Nazev dokumentu: VD.GP 04 Laboratorni pfirucka
Verze: 007 Strana 21 (celkem 35)



6.1.5.4 Vysetieni intraakrozomalnich enzym

Intraakrozomalni enzymy jsou velmi dllezité v pfimé reakci povrchu spermie s povrchem oocytu, zonou
pellucidou. Jejich mnozstvi (%) dotvari i celkovou kvalitu ejakulatu.

Indikace k vySetieni:
— muzi z paru pro snizenou plodnost

— ejakulaty pred kryokonzervaci spermii z dlivodu zavazného onemocnéni, dlouhodobé napf.
sluZzebni pracovni cesty apod.

— umuzl - darcu spermii

6.1.5.5 Prinik spermii ovulaénim hlenem penetraéni metodou (Kremeruv test)

Kremeruyv test patfi mezi tradi¢ni, osvédcené testy penetracni (test pronikani) a sou¢asné vyhledavaci
(screeningové). Ukolem je posoudit vzdalenost, kterou urazi spermie v ovulaénim hlenu za jednotku
Casu. Navic sledujeme poclet spermii s progresivnim pohybem, posuzujeme charakter spermie a
popfipadé zmény na hlavickach spermii. Kremerlv test patfi mezi nejpouzivanéjsi testy v reprodukéni
imunologii, protoze je pfesnéjsi a citlivéjSi nez napf. klasicky test po nechranéném pohlavnim styku
(postkoitalni test).

Indikace k vySetieni:
— uvS8ech Zen s ovulaci a jinak snizenou plodnosti
o primarni sterilita u Zzeny
o opakované doposud nevysvétlené potraceni
o opakované doposud nevysvétlené neuspéchy pfi oplodnéni ve zkumavce (IVF)
o pacientky se zakladnim autoimunitnim onemocnénim

6.1.5.6 VysSetreni spermiogramu
Vysetieni spermii (spermiogram) — mikroskopické a makroskopické vySetfeni ejakulatu (spermatu) na
jehoz zakladé se orientatné posuzuje plodnost muze.

VySetfované parametry jsou: objem, viskozita, pfitomnost cizorodych soucasti, koncentrace,
pohyblivost a morfologie.

Kapacitace spermii (separace, Swim-up) — ejakulat se upravi na optimalni mnozstvi spermii a oddéli
se Zivé spermie od mrtvych. Upraveny vzorek lze pouzit k inseminaci AlH.

Indikace k vySetieni:
— porucha plodnosti
— geneticka indikace

Ovlivnéni vysledku vySetfeni reprodukéni imunologie:
— pred odbérem periferni krve omezit na 24 hodin pfijem tukd
— nedodrzeni pfedepsané pohlavni abstinence

6.1.5.7 VysSetieni oxida€niho stresu spermii

Vy8etfeni oxidacniho stresu spermii — test MiOXSYS je kvalitativni elektrochemicky test, ktery méfi
staticky oxida&né-redukéni potencial ve spermiich a semindlni plazmé Je vyrazem rovnovahy mezi
celkovou oxidacni a redukéni aktivitou vySetfovaného prostredi.

Zvysena hodnota znamena riziko patologického vyvoje spermii. Vedle viditelIného dopadu na tvarové
odchylky &i snizenou pohyblivost spermii dopada oxidacni poSkozeni i na strukturu DNA se vSemi
dasledky pro plodnost a vyvoj plodu.

Indikace k vySetfeni:
— muzska neplodnost
— varikokéla, infekce, zanét
— neuspésné vysledky pfi asistované reprodukci napf. opakujici se ztrata téhotenstvi
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Ovlivnéni vysledku vySetfeni reprodukéni imunologie:
— pfed odbérem periferni krve omezit na 24 hodin pfijem tuku
— nedodrzeni pfedepsané pohlavni abstinence

6.2 Ildentifika€ni oznaceni primarniho vzorku

Kazdy biologicky material musi byt oznacen Stitkem s uvedenim minimainé:
— jméno a pfijmeni pacienta
— rodné Cislo pacienta (pokud je to mozné) pfipadné jiny kéd (napf. datum, rok narozeni apod.)

Informace tykajici se oznaceni embryonalnich vzork( viz VD.GP 05 Laboratorni pfiru¢ka PGT.
U samoplatctl (napf. cizinci) je uveden jiny kod, vzdy musi byt zajiSténa jednoznaéna identifikace
vzorku a dokumentu.

Poznamka:

Kod - je uvadén u neznamych osob, cizinct apod., u nichZ nejsou k dispozici informace o rodném ¢éisle
nebo pouze v ¢aste¢ném rozsahu.

Za jednoznacné oznaceni prlivodky a materialu odpovida Zadatel o vySetfeni. VZdy musi zajistit
nezaménitelnost materialu a dokumentace.

6.3 Pravodka na laboratorni vySetreni

Do laboratore je pfijiman material doprovazeny vzdy privodkou v ti§téné podobé.

Vzory pravodek jsou uloZzeny na webovych strankach laboratofe v sekci Dokumenty ke staZeni, viz také
kap. 10.2 tohoto dokumentu).

Pro vyzadani vySetfeni z ambulanci Genetika Plzen je vhodné vyuzit elektronické prdvodky generované
ze systému Medicalc; prlvodku je v8ak vzdy nutné vytisknout a pfilozit ke vzorku. Elektronickou
privodku je mozné pouzit pro vSechna vys$etfeni s vyjimkou PGT.

Privodka musi obsahovat:
Povinné udaje:
— jednoznacna identifikaci pacienta
o jméno a pfijmeni
o rodné &islo (Cislo pojisténce)
o datum narozeni
o pohlavi
o bydlisté pacienta
— identifikaci zadatele o vySetfeni — ICP |ékafe, adresa a kontakt na Zadatele (mGze byt uvedeno
na razitku Zadatele)

— diagnd6za

— druh primarniho vzorku — vySetfovany material

— pozadovana vysetfeni

— datum a €as odbéru primarniho vzorku, identifikace pracovnika provadéjici odbér

— datum a €as pfijeti vzorku laboratofi (je uvadén v zdznamu o pfijeti laboratofi)
Podle pozadovanych vySetfeni dale také napfiklad:

— vaha, posledni menstruace apod.

Nepovinné udaje:
— telefon pacienta
— telefon nebo jiny kontakt pro sdéleni urgentniho vysledku
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— identifikace pracovnika odebirajici vzorek

Vzdy musi byt pozadavek na vySetfeni jednoznacény a udaje psané rukou ditelné.

6.4 Pozadavky na urgentni vySetreni

Pozadavky na vySetfeni STATIM (akutni vySetieni) se do laboratofe dodavaji na stejnych privodkach
jako pro ostatni bézna vysSetfeni a jsou navic oznaceny ¢ervenym slovem ,STATIM®. Prdvodka musi
obsahovat stejné povinné udaje jako u bézného cytogenetického a molekularné-genetického vysetieni.
Vzorek bude prednostné zpracovan a odecten.

Sekce reprodukéni imunologie a sekce reprodukéni genetiky neprovadi STATIMOVE vysetieni.

Samostatnou pfilohou jsou pravodky k laboratornim vySetfenim poskytovanych na Genetickém
pracovisti a na naSich strankach Dokumenty ke stazeni.

6.5 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 dodate€nému dovySetfeni. Pozadavek je pfijiman od Iékafe nebo
sestry, nikoli od pacientl (s vyjimkou samoplatctl). Externi Zadatel je pozadan o dodani nové privodky
na doordinované vysetfeni.

6.6 Informace pro odbér biologického materialu véetné minimalniho mnozstvi

V této kapitole jsou uvedeny pozadavky a pokyny pro odbér zpracovavanych biologickych materiald —
doporu¢ené odbérové nadoby, minimalni odebirané mnozstvi a pozadavkl na transport a pfipadné
zvlastni nacasovani odbéru.

6.6.1 Odbérové nadoby

Material musi byt dodavan do laboratore ve sterilnich odbérovych nadobkach nebo zkumavkach,
pokud mozno na jedno pouziti.

Doporucujeme uzivat nize uvedené odbérové systémy, minimalné konzervacni latky:

primarni vzorek odbérovy systém
plodova voda zkumavka bez konzervacni latky - Vacuette: Zluté vicko
choriové klky zkumavka s Li- nebo s Na-heparinem - Vacuette: zelené vicko

zkumavka s mediem Bio AMF (medium na pozadani laboratof doda), nebo s

IR fyziologickym roztokem

bukalni stéry sterilni zkumavka s kartaCkem nebo sterilni nylonové vytérky k PCR vy3etfeni

zkumavka s Li- nebo s Na-heparinem -
Vacuette: zelené vicko
zkumavka s K3EDTA — Vacuette: fialové
na molekularné-genetické vicko
vySetreni zkumavka Streck cell-free DNA BCT (10 ml)
pro metodu NIPT

zkumavka se separa¢nim gelem — Vacuette
(Z Serum Clot Activator): Cervené vicko

na chromozomové vysetfeni

periferni krev

na imunologické vySetieni

Biopsie informace viz VD.GP 05 Laboratorni pfirutka PGT
trofoektodermu
ejakulat sterilni kontejner s €ervenym vickem
ovulaéni hlen sterilni sklenéné kapilary

PFi odbéru je nutné vzdy odbérové nadobky vhodné oznadit (dle vySe uvedenych pravidel).
Pozor na zaménu biologického materialu!
Nestandardni odbér je nutno specifikovat na pravodce.
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6.6.2 Odbér plodové vody — amniocentéza

Po ultrazvukovém vysSetfeni a nabéru krve se téhotné pacientce provede odbér plodové vody pod
kontrolou ultrazvuku a za sterilnich podminek. Vlastni odbér plodové vody provadi lékaF gynekolog
punkci pfes sténu bfisni pfi kontrole ultrazvukem, aby nedos$lo k poranéni plodu.

Téhotna lezi na 1Uzku, bfisni sténu dezinfikujeme a poté ultrazvukovou sondou hledame vhodné misto
pro vpich jehlou (pramér 0,53 mm - mensSi nez na odbér krve!), na kterou se nasadi sterilni vakuova
zkumavka. Poloha hrotu pfi vpichu je neustale kontrolovana ultrazvukem.

Specifika odbéru:
Minimalni odebrané mnozstvi potfebné pro vySetfeni je 10 ml.

PFi standardnim odbéru je odsato do tfi zkumavek celkem 20 ml plodové vody, tj. pouze 5 % celkového
mnozstvi plodové vody. Odsaté mnozstvi se do nékolika malo hodin opét doplni.

Bolestivost vykonu je srovnatelna s béznou injekci nebo odbérem krve. Po vykonu, pokud se téhotna
citi dobfe, muze s doprovodem odejit domu.

Pro odbér plodové vody na Genetickém pracovisti je nutné objednani na nasi ambulanci. Pokud se
odbér neprovadi na naSem pracovisti, je nutné zajistit transport do laboratofe co nejdfive, nejpozdéji
v§ak do 24 hodin po odbéru.

6.6.3 Odbér choriovych klki

Po ultrazvukovém vySetfeni se téhotné pacientce provede odbér choriovych klkd pod kontrolou
ultrazvuku a za sterilnich podminek. Vlastni odbér provadi I€kaF gynekolog punkci pfes sténu bfisni pfi
kontrole ultrazvukem, aby nedoslo k poranéni plodu.

Téhotna lezi na ltzku, bfisni sténu dezinfikujeme a poté ultrazvukovou sondou hledame vhodné misto
pro vpich jehlou, na kterou se nasadi sterilni vakuova zkumavka. Poloha hrotu pfi vpichu je neustale
kontrolovana ultrazvukem.

Specifika odbéru:
Minimalni odebrané mnozstvi potfebné pro vySetfeni je jeden choriovy kik.

Odebrany vzorek je nutné co nejdrive po odbéru dopravit do laboratore (nejdéle do 24 hodin po
odbéru).

PFi standardnim odbéru je provedena kultivace tkané i vySetfeni QF PCR. Pokud je ziskano odbé&rem
jen minimalni mnozstvi, provadi se pouze vySetfeni QF PCR a array CGH.

Po vykonu, pokud se téhotna citi dobfe, mize s doprovodem odejit domd.
Pro odbér choriovych klk(i na Genetickém pracovisti je nutné objednani na nasi ambulanci.

6.6.4 Odbér periferni krve

Odbér materialu na cytogenetické ani molekularné genetické vysetfeni nevyzaduje zadnou specialni
pfipravu pacienta. Pro odbér na imunologické vysSetieni se doporucuje snizit pfijem tukd na
minimum.

Krev se odebira z periferni Zily v loketni jamce. PaZe se volné poloZi, dezinfikuje se misto vpichu (napf.
Cutasept, Braunoderm) — nesmi se pouzivat dezinfekce s obsahem jodu, které by mohly byt pfi¢inou
neuspésné kultivace. Po stabilizovani polohy provedeme vpich jehlou s nhasazenym nastavcem a poté
se na nastavec nasadi pfislusna zkumavka. Misto vpichu se zakryje EtvereCkem z buniciny, opatrné se
pfitlaci a vytahne jehla a pfelepime naplast. Vyzveme pacienta, aby si tisknul misto vpichu (cca 2 - 5
minut) a po cca 20 minutach si naplast odstranil.

Specifika odbéru:

Optimalni mnozstvi je 5 ml krve, minimalné vS8ak 2 ml (napf. u malych déti). Je vSak nutné odebrat
pfedepsany objem krve pro zachovani spravného poméru krve s antikoagulantem (do zkumavky na 5
ml skute€né odebirat 5 ml krve)! Ihned po odbéru je potfeba zkumavku jemné promichat, aby nevznikly
srazeniny a nechat krev stat pfi pokojové teploté aspon ptll hodiny. Do doby transportu do
laboratofe uchovavat krev v lednici pfi teploté 2 - 8 °C. Je nutné zabranit zmrznuti nebo prehfati krve.

Specifika odbéru pro metodu NIPT:
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Odbér vzorkll se provadi do dvou Streck cell-free DNA BCT zkumavek. Po odbéru je nutné piné
zkumavky 10x obratit o 180° a skladovat pfi pokojové teploté. Vzorek musi do laboratofe Genetiky Plzer
dorazit neposkozeny nejpozdéji 45 hodin po odbéru. Je nutné zabranit zmrznuti nebo pfehfati krve.

Transport odebrané krve pro cytogenetické vySetieni:

Krevni vzorky transportovat v termotasce bez chladicich vioZzek nebo termosce, pfi transportu zamezit
silnému tfepani s materialem a zabranit zmrznuti nebo pFehfati krve, aby se zachovaly zivé buriky.
Zajistit dopravu co nejdfive, do 96 hodin od odbéru.

Transport odebrané krve pro molekularné-genetické vySetreni (kromé NIPT vySetreni):
Do laboratore je nutné vzorky dorucit do 14 dnu od odbéru.

Transport odebrané krve nebo alikvotu séra pro imunologické vySetreni:
Zajistit dopravu co nejdfive, do 48 hodin od odbéru pfi teploté 2 - 8°C.

6.6.5 Odbér potracené tkané

Provadi vzdy lékar - gynekolog ve zdravotnickém zafizeni. Odebrany material za sterilnich podminek
vlozi do sterilni, oznacené zkumavky, ¢i nadobky s mediem nebo fyziologickym roztokem a s fadné
vyplnénou privodkou dopravi do laboratore.

Specifika odbéru:

Odebrany vzorek je nutné co nejdfive po odbéru dopravit do laboratore (nejdéle do 96 hodin po
odbéru).

6.6.6 Biopsie trofoektodermu embryi
Informace k biopsii embryi, viz VD.GP 05 Laboratorni pfirucka PGT.

6.6.7 Odbér spermatu (ejakulatu)

Odbér ejakulatu je standardné provadén masturbaci (za pomoci erotickych ¢asopis(li, videa nebo
partnerky) ve specialni odbérové mistnosti na genetické ambulanci.

Ejakulat ma byt odebiran po pohlavni abstinenci o délce 3 - 4 dnech a peclivém dodrzeni hygieny. Odbér
je proveden do sterilniho kontejneru, ktery je oznacen Stitkem se jménem, pfijmenim a rodnym Cislem
pacienta.

Odbér ejakulatu v genetické ambulanci

Odbér ejakulatu je provadén ve specialni odbérové mistnosti na spermiogramy do oznaceného
kontejneru (nadobku vydava sestra genetické ambulance). Pfed odbérem pacient podepisuje Pou&eni
pro pacienty pfed odbérem ejakulatu v genetické ambulanci (F.GP 903).

Po ziskani ejakulatu zazvoni na sestru a vycka jejiho pfichodu a osobné prfeda oznacdeny a uzavieny
kontejner. Sestra prekontroluje predani (kontrola identifikaCnich udaju na privodce s udaji na
kontejneru).

Odbér mimo Genetické pracovisté

Odbér ejakulatu mimo Genetické pracovisté je mozny po neuspésnych pokusech na genetické
ambulanci. V tomto pfipadé pacient podepisuje Pouceni pro pacienty pfed odbérem ejakulatu mimo
Genetické pracovisté (F.GP 904) a ztvrzuje svym podpisem, Ze se seznamil s timto poucenim a na
genetické pracovisté predal pouze svij biologicky material (ejakulat).

Pacient obdrzi k odbéru oznaceny sterilni kontejner.

Ejakulat musi byt dopraven na recepci ambulance pouze osobné do jedné hodiny po odbéru pfi teploté
lidského téla, aby nedoslo k pfehfivani nebo k zamrznuti.

PFi pfedani biologického materialu sestfe genetické ambulance pacient potvrdi plivod svého ejakulatu
podpisem na Pouceni pro pacienty pfed odbérem ejakulatu mimo Genetické pracovisté (F.GP 904).
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Specifika odbéru:

V pfipadé odbéru mimo genetickou ambulanci (domaci prostfedi) je nutno biologicky material dorucit
do jedné hodiny na Genetické pracovisté. Je nutno dodrzet pozadovanou teplotu transportu vzorku
(cca teplota téla).

Pozadovana doba pohlavni abstinence musi byt dodrzena. V pfipadé nedodrzeni podminek odbéru je
nutno upozornit pracovnika genetické ambulance a odbér za standardnich podminek zopakovat.

Odbér neni vhodné provadét pfi akutnim onemocnéni vysSetfovaného muze (napf. antibioticka 1é¢ba).

Odebrany biologicky material je nutno pfedat osobné sestfe na recepci genetické ambulance (ejakulat
nelze prijmout od jiné osoby).

6.6.8 Odbér slizni€éniho stéru z dutiny ustni (bukalni stér)

Pfed odbérem bukalniho stéru je nutné 15 min nepit, nejist a nezvykat. Odbér provadi sestra, kdy
pacientovi vytfe sliznice dutiny ustni sterilnim kartackem ¢&i vytérkou (napf. Dispolab) a vytér vlozi do
oznacené zkumavky.

V ramci Genetického pracovisté je pacient pfedem objednan na nasi ambulanci.

Specifika odbéru:

Material je mozno uchovavat v lednici pfi teploté 2 — 8° C, poté je nutno skladovat v mrazaku pfi teploté
-18° az -22° C.

6.6.9 Protokolarni odbér k DNA paternitni expertize s posudkem soudniho znalce

Protokolarni odbér probiha za pfitomnosti soudniho znalce a jednoho svédka a je nutné objednani
odbéru v nasi ambulanci nebo u soudniho znalce.

— béhem protokolarniho odbéru se ovéfuje totoznost pomoci platnych dokladt (OP, pas, rodny
list, nebo jiny platny doklad totoZnosti)

— soucasti odbéru je otisk pravého palce
— Zzadatel o vySetfeni si mlze zvolit druh primarniho vzorku (bukalni stér nebo periferni krev)
— béhem odbéru se sepisuje protokol o odbéru, jehoz soucasti je — jméno, rodné Cislo, adresa,
otisky palct a dale prohlaseni domnélého otce a matky:
o prohlaseni o spravném oznaceni odebraného vzorku
o prohlaseni o spravnosti uvedené totoznosti

o prohlaseni o tom, zda byla i nebyla provedena alogenni transplantace kostni dfené a
zda byla &i nebyla v dobé 6 tydnu pfed odbérem podana transfuze krve

souhlas pro zpracovani a pouZiti primarniho vzorku k provedeni paternitni expertizy

souhlas &i nesouhlas s uchovavanim nespotfebovanych vzorki DNA v DNA bance
Genetika Plzen, s.r.o.

Tato prohlaseni a souhlasy vzdy podepisuji matka, domnély otec, v pripadé zletilosti ditéte také
dité a v pfipadé nezletilosti matky nebo otce jejich zakonny zastupce.

Do protokolu se dale zaznamenava, kdo provedl odbér a kdo byl pfitomen jako svédek, vEetné vSech
podpisl za€astnénych.

Specifika odbéru:
Odebrany vzorek je nutné ulozit v lednici (2 — 8 °C) a dopravit do laboratofe nejpozdéji do tydne.

6.6.10 Odbér ovulaéniho sekretu (hlenu)

Pred odbérem je nutny pohlavni styk pouze za pouziti kondomu od skonéeni posledni menstruace.
Ovulaéni sekret odebirame obvyklym lékafskym postupem do sterilnich kapilar pomoci vakuované
stfikaCky v gynekologické poloze v ambulanci reprodukéni imunologie. Jeho mnozstvi zavisi na aktualni
hormonalni hladinég.

Specifika odbéru:

Odebrany ovulaéni sekret je z ambulance Genetického pracovisté ihned pfedan do laboratofe ke
zpracovani.
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6.7 Odbér primarniho vzorku

VétSina odbéru pro geneticka vySetfeni se provadi ambulantné.

Po invazivnich odbérech pro prenatélni vySetfeni se nedoporucuje fyzickd namaha a téhotné zené je
doporucéen klidovy rezim. Pfed odbérem plodové vody/choriovych klkG podepisuji pacientky, popf.
zakonny zastupce, Souhlas s provedenim amniocentézy/choriovych klka (F.GP 917).

Specifika odbéra biologického materialu pfed planovanym genetickym vySetfenim jsou uvedena u
konkrétnich odbérl v kapitole 6.4. Pfi odbéru biologického materialu ke genetickému vySetfeni
podepisuje pacient souhlas pfipadné nesouhlas s genetickym vySetifenim viz kap. 5.

6.8 Transport a manipulace s biologickym materialem (se vzorky)

Informace k dopravé:

za zajisténi transportu a zajisténi bezpecnosti prepravce (vhodny zplsob baleni a oznaceni)
vzdy odpovida lékaf pozadujici vySetfeni,

doprava materialu ma byt Setrna, rychla a musi byt dodrzovany specifické podminky, zejména
dodrzen ¢as a podminky transportu,

s materialem se nesmi béhem pfepravy prudce manipulovat, aby nedoslo k mechanickému
poskozeni — vhodna pfeprava v transportnich boxech (uréenych pouze pro prepravu vzork(),

privodky musi byt umistény v samostatném obalu, napft. v igelitovém sacku tak, aby nemohlo
pfi nahodném vyliti biologického materialu dojit k jejich potfisnéni,
pfi transportu je dalezité chranit biologicky material pred extrémni teplotou a svétlem,

je nutné zabranit zmrznuti nebo prehfati, aby se uchovala schopnost kultivace bunék a rdstu in
vitro,

v pfipadé, Ze nelze prepravit material ihned po odebrani uchovame jej v lednici pfi 2 — 8 °C.

Upozornéni:
Pokud je material béhem transportu vylity nebo rozbity, laboratof Vam to telefonicky oznami a pozada
Vas o novy odbér.
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7. Prijem vzorkd do laboratore

PFi pfijmu vzorku do laboratofe laborantka ihned zkontroluje, zda je odbérova zkumavka (nadobka
apod.) Citelné a vhodné oznaCena a zda pfipojena privodka obsahuje veskeré potfebné udaje k
provedeni pozadovaného vysetfeni.

Po provedené kontrole je vzorek a privodka oznacena pfifazenym laboratornim Cislem a je zapsana
dle pozadovaného vysetfeni do zaznamu o pfijmu laboratofi s uvedenim:

— data a ¢asu pfijmu, pozadavky, identifikace pracovnika, ktery vzorek pfijal
— jméno, pfijmeni a rok narozeni pacienta
— laboratorni &islo na pozadovana vySetfeni

VZdy je zajiSténa dohledatelnost veSkerych informaci souvisejicich s pfijmem vzorku. Laboratorni €islo
se pfifazuje nezaménitelné jednotlivému biologickému materialu dle internich pravidel laboratofe.

Oznaceni pozadavku:
— na pruvodce, kde jsou vypsany pozadavky, kfizkem do patficného okénka
— na pruvodce, kde nejsou pozadavky definovany, je nutno je vypsat ru¢né nebo pres PC

— pokud je tfeba uvést i nékteré dalSi Udaje, tak je doplnit, jako (napf. vaha pacienta, délka
gravidity, posledni menstruace apod.)

Vzdy musi byt pozadavek na vySetfeni jednoznacény a udaje psané rukou ditelné.

Pfijem biologického materialu probiha po celou pracovni dobu laboratore.

V ptipadé zjisténé neshody mezi privodkou a materidlem, pracovnik pfijimajici material postupuje dle
kap. 7.2 tohoto dokumentu.

7.1 Duavody odmitnuti vzorktl pro zpracovani

Odmitnout Ize:

— Privodku s biologickym materidlem, na které chybi nebo jsou necitelné zakladni udaje (viz
Priivodka na lab. vySetfeni).

— Pravodku nebo odbérovou nadobu znecisténou biologickym materialem.

— Nedostate€né mnozstvi biologického materidlu nutného pro zpracovani (napf. z divodu rozliti
¢i rozbiti béhem transportu).

— Nadobu s biologickym materialem, kde neni zplsob identifikace materidlu z hlediska
nezaménitelnosti dostateCny, za dostateCnou identifikaci materialu se povazuje splnéni
uvedenych pokynl o nezbytné identifikaci biologického materialu (kap. 6.2 tohoto dokumentu).

— Nadobu s biologickym materidlem, kde zjevné doSlo k poruSeni doporuceni .faze pred
vySetfenim® (vysledky vySetfeni by byly negativné ovlivnény kvalitou materialu — napfiklad
nedodrzeni €asu pro zpracovani spermiogramu, nevhodna odbérova nadoba, doruceni
zkumavek pro vySetieni NIPT déle nez 48 hodin od odbéru).

— Biologicky material bez priivodky (bez uvedeni pozadavkl opravnéné osoby).

— Privodku dospélého pacienta od zdravotnického subjektu s odbornosti pediatrie (pokud nema
zaroven odbornost lékafska genetika), pravodku muze od subjektu s odbornosti gynekologie,
pokud neni souvislost s diagnézou partnerky, pravodku ambulantniho pacienta od subjektu s
odbornosti IGzkového oddéleni.

7.2 Zpusob feseni neshod na pfijmu materialu

— Neuplnost udaji na privodce — ihned se komunikuje se Zadatelem o vySetfeni a zajisti se
veskeré informace pro moznost zpracovani materialu a uvolnéni vysledku.

— Pokud je dodan material bez privodky, nebo neni jednoznac¢né identifikovany a jedna se o
nenahraditelny vzorek (napfiklad potracena tkarn) laboratof zacCne tento material vzdy
zpracovavat, ale vysledky nebudou uvolnény, dokud zadajici lIékaf nebo osoba odebirajici
material nepfevezmou odpovédnost za doplnéni spravnych identifikacnich udaji. Laborantka
Genetického pracovisté doplini informace do zaznamu o neshodé.

— 'V pfipadé chybéjici dokumentace je externi zadatel pozadan o zaslani pfislusné pravodky.
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— 'V pfipadé, Ze vzorek nelze zpracovat (znehodnocen, poruSeni faze pfed vySetfenim,
neopravnény pozadavek, nedostateCné mnozstvi) je zapsan do zdznamu o neshodé. Pracovnik
laboratofe informuje telefonicky Zadatele a poZzada o novy odbér.

VySe uvedené neshody jsou pracovnikem laboratofe evidovany jako neshoda v pfisluSném zaznamu.
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8. Faze po laboratornim vysetreni

8.1 Bezpecné odstranovani materialti pouzitych pfi odbéru

Material pouzity pfi odbéru primarnich vzorkl je povazovan za potencionalné infekéni (vatové tampony
nebo bunicité ¢tverce, rukavice) uklada se do nepropustného obalu a je likvidovan dle dokumentované
platné legislativy. V ramci pracovisté je postup specifikovan v interni dokumentaci.

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

Skladovani laboratornich vzorkd a pouzivaného materialu probiha v souladu dle ustanoveni vyhlasky ¢.
306/2021 Sb. ve znéni pozdéjsich predpisU.

8.2 Manipulace a skladovani materialu
Neprodlené po odbéru zajisti odebirajici pracovnik jeho transport do laboratofe ke zpracovani tak, aby
nedoslo k jeho znehodnoceni fyzikalnimi vlivy a k ohrozeni fyzickych osob.

V priibéhu zpracovani je material uchovavan dle podminek uvedenych v jednotlivych standardnich
operacnich postupech pro vysetfeni a tak, aby nedoslo k jeho znehodnoceni.

S materialem se manipuluje s ohledem na bezpecnost prace a ochrany zdravi pracovnika.

8.2.1 Skladovani pred a v prabéhu vlastniho vysetreni

V pribéhu vysSetfeni az do doby vydani vysledkl se ¢ast biologického materialu skladuje v lednici nebo
mrazédku. Bukalni stéry pfed vlastnim vy3etfenim jsou uloZzeny 7 dni v lednici a v pfipadé dalSiho
uchovavani jsou uloZzeny v mrazaku.

Konkrétni specifika jsou uvadéna dle potfeby v standardnich operaénich postupech pro dané vysetfeni.

8.2.2 Skladovani po vysetieni
Material mlize byt pouzit pro opakovanou kultivaci nebo dodateéna vysetreni.

8.2.2.1 Primarni vzorky

primarni vzorky zpusob a lhata uchovavani

plodova voda dale se neuchovava, vzorek je zpracovan cely

po dobu zpracovani, az do doby vydani vysledku

eriferni krev
P cca 28 dnl v lednici (2 — 8 °C)
periferni krev pro NIPT dale se neuchovava, vzorek je zpracovan cely

po dobu zpracovani, az do doby vydani vysledku

ovulaéni hlen cca 28 dnu, v mrazaku pii méné nez -15 °C
(optimalni -18 az -22 °C)

ejakulat po provedeném vySetfeni je zlikvidovan

choriové klky dale se neuchovava, vzorek je zpracovan cely

po dobu zpracovani, az do doby vydani vysledku

tracena tkar
O L cca 28 dna v lednici (2 — 8 °C)

bukalni stér dale se neuchovava, vzorek je zpracovan cely

Po vydani vysledkd jsou primarni vzorky likvidovany jako nebezpeény odpad a pro dal$i mozna
dovysetfeni je uchovavan zpracovany vzorek po nize definovanou dobu.

8.2.2.2 Sekundarni vzorky

sekundarni vzorky zpUsob a Ihata uchovavani

uchovavana v mrazaku, pfi -20 °C (-18 az -22 °C)

oot Dk se souhlasem pacienta, po dobu minimainé 5 let
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sekundarni vzorky zpusob a lhata uchovavani

V pfipadé nesouhlasu pacienta s uchovavanim jeho DNA je
skartovan identifikacni Stitek a DNA je likvidovana jako
infekéni odpad.

embryonalni DNA po pfi méné nez -15 °C (optimalni -18 az -22 °C)
celogenomové amplifikaci se souhlasem pacienta, po dobu minimalné 5 let
suspenze (suspenze v mrazaku pfi méné nez -15 °C (optimalni -18 az -22 °C),
kultivovanych lymfocytt) po dobu minimalné 1 mésice
fluorescencné znaceny PCR na tmavém misté v lednici do vydani vysledki
amplifikat

v mrazaku pfi méné nez -15 °C (optimalni -18 az -22 °C),

sérum z periferni krve po dobu 2 let

8.2.2.3 Trvalé preparaty

trvalé preparaty zpusob a lhata uchovavani

patologickeé 10 let v histologickych platech (sklad), pfi pokojené teploté

normalni 10 let v histologickych platech (sklad), pfi pokojové teploté

8.3 Dodatec¢na vysetieni a €asovy interval pro jejich pozadovani

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

Dodatec¢na vySetfeni nelze provést u ejakulatu, choriovych klku a volné DNA (vySetfeni NIPT).

U plodoveé vody je pozadavek na dovySetfeni mozné zadat do doby vydani vysledku. V pfipadé vzorku
periferni krve je mozné dodate¢né pozadovana vySetfeni provést z opakované kultivace.

Kvalita pfipadného dalSiho opakovaného vysSetfeni nebo dovySetfeni mize byt ovlivnéna dobou a
metodou skladovani, ktera je uvedena vySe. Dodatecna vySetfeni je mozné pozadovat telefonicky, ale
externi zadatel vzdy doda privodku k pozadovanému dovysSetfeni. V pfipadé, Ze pro kone¢né vydani
vysledkll je nutné dovys$etfeni nebo pfipadny novy odbér biologického materialu komunikuje s
zadatelem o vySetfeni vedouci laboratofe nebo vedouci sekce.

8.4 Opakovani vysetieni stejného primarniho vzorku

Je-li potfeba opakovat vySetfeni z dlvodu podezfeni na nespravné vydané vysledky, takové vySetieni
provede laboratof na vlastni naklady. V pfipadég, Ze jiz primarni vzorek neni k dispozici komunikuje s
zadatelem vzdy lékaif Genetického pracovisté, o potfebé zopakovat vySetfeni okamzité informuje
Zadatele, tj. indikujiciho Iékare.
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9. Vydavani vysledkli a komunikace s laboratofi

9.1 Informace o formach vydavani vysledku
V laboratofi jsou vysledkové zpravy vydavany vzdy v pisemné podobé. Distribuce je zajisténa
prostfednictvim:

e posty

e svozove sluzby

e zabezpeCeného ulozisté (pouze pro spolupracujici zdravotnicka zafizeni)

e osobné v ramci Genetického pracovisté

e e-mailem zabezpeCenym heslem

Dale je mozné distribuovat vysledek vySetfeni telefonicky v pfipadé nebezpecdi z prodleni, feSeni
néjakého vzniklého problému, k zajisténi potfebnych chybéjicich informaci apod.

Pracovnik, ktery hlasi vysledky telefonem je povinen se pfesvéddit, ze vysledky sdéluje opravnénému
Iékafi (dle pravidel pracovisté).

Pfed vydanim jsou vSechny vysledky kontrolované dvéma pracovniky a podepsany opravnénym
pracovnikem.
Interpretaci vysledkl provadi vzdy Iékar (genetik nebo imunolog).

Je-li vysledek pozitivni je pacient pozvan na ambulanci Genetického pracovisté, kde mu Iékaf vzdy
osobné vysledky sdéli, vysvétli a doporuci pfipadna dalsi dovySetteni, i dalsi FeSeni.

PFi interpretaci vysledkd, je dulezité brat v ivahu doporuéeni odbornych spole¢nosti a platnou legislativu
(napfiklad dobu pro ukongeni t&€hotenstvi).

9.2 Zmény vysledku a nalezu

Ke zméné vysledkl by nemélo dochazet. Pokud by k nému doslo je zaznamenan datum a jméno osoby,
ktera zménu dodatecné provedla. V pfipadé, Ze laboratof zjisti chybné vydany nalez, komunikuje s
zadatelem vzdy vedouci Genetického pracovisté nebo vedouci laboratofe nebo vedouci sekce.

Zadateli o vySetfeni (oSetfujicimu Iékafi) je dodan novy vysledkovy list se spravnymi vysledky.

9.3 Intervaly dodani vzorka k vydani vysledkt
Vzorky jsou pribézné zpracovavany podle pozadovaného vysSetfeni v pofadi, ve kterém jsou pfijimany
do laboratofe, s vyjimkou urgentnich vzorkd, které jsou zpracovavany pfednostné.

Doba poZadovaného vySetfeni od pfijmu vzorku do vydani zavére€né zpravy pro nabizené diagnozy,
pfi b&Zném provozu by neméla pfesahnout asové intervaly uvedené nize:

Sekce cytogenetiky (CG)

— chromozomalni vysetreni plodové vody/choriovych klkt (karyotyp, FISH, aCGH): 14
dni

— chromozomalni vysetreni periferni krve (karyotyp, FISH, aCGH): 28 dni
o STATIM (karyotyp, FISH): 7 dni
o STATIM (aCGH): 10 dni

— vySetfeni potracené tkané (aCGH): 28 dni

Sekce molekularni genetiky (MG)

— obecné: 28 dni, pokud neni nize stanoveno jinak

— vysetfeni plodové vody/choriovych klki (QF PCR): 4 dny
— vysSetfeni potracené tkané (QF PCR): 28 dni

— vypracovani znaleckého posudku: do 3 tydni - vySetfeni neni hrazeno Zadnou
pojistovnou, proto si zadatel pIné hradi veskeré naklady i vySetfeni sam. Castka je dana,
dle aktualniho ceniku Genetického pracovisté
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— mutacni analyza genti metodou masivné paralelniho sekvenovani (Onkopanel):
112 dni (zavisi na kumulaci vzorkl pro naplnéni béhu k sekvenovani)
— neinvazivni prenatalni testovani (NIPT): do 3 tydna (dle kolektovani vzorku)

Sekce reprodukéni genetiky (RG)
— preimplantacéni genetické vysetieni metodou masivné paralelniho sekvenovani:

21 dni (u kumulaénich cyklt se doba odezvy pocita od pfijeti posledni sady vzorka do
laboratofe; v pfipadé dodatecného vySetieni pfijetim pozadavku na vySetfeni uloZzeného
vzorku) viz také VD.GP 05 Laboratorni pfiru€ka PGT

— vySetfeni pfenaseéstvi pro nejéastéjSi recesivni monogenni onemocnéni — Carrier
screening: 60 dni

Sekce reprodukéni imunologie (RI)
— spermiogram: do 2 hodin
— kompletni imunologicka vysetreni: 28 dni

9.4 Konzultacni ¢innost laboratore

Lékarlim a Zzadatelim o geneticka a imunologické vySetfeni jsou poskytovany konzultace a navody v
odborné oblasti souvisejici s laboratornimi vySetfenimi. Kontakty jsou uvedeny v kap. 2 tohoto
dokumentu.

9.5 Reseni stiznosti
Stiznost Iékafe, pacienta a ostatnich Ucastniki je podnétem pro zlepSeni prace na Genetickém
pracovisti a zabyvame se prosetfenim kazdé uplatnéné stiznosti.

Postup pro pfijeti a vyfizovani stiznosti je zvefejnén na webovych strankach Postup pro vyfizovani
stiznosti.

9.6 Obecné zasady laboratoie na ochranu osobnich udaju

Laboratof se zavazuje, Ze v souladu s ustanovenimi NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A
RADY (EU) 2016/679 ze dne 27. dubna 2016 o ochrané fyzickych osob v souvislosti se zpracovanim
osobnich udaju a o volném pohybu téchto udaju a o zruSeni smérnice 95/46/ES (obecné nafizeni o
ochrané osobnich udaju), zakona €. 110/2019 Sb., o zpracovani osobnich udaju, a ust. § 51 a nasl.
zakona €. 372/2011 Sb., o zdravotnickych sluzbach, v platném znéni, bude odborné nakladat se vsemi
citlivymi Udaji a zachovavat bezvyhradné ml€enlivost o vSech informacich tykajicich se vySetfeni a
laboratornich vysledk(l pacienta v rozsahu platnych pravnich pfedpisu.

Laboratof naklada s osobnimi a citlivymi udaji pacientl tak, aby nemohlo dojit k jejich neopravnénému
pfistupu, zméné nebo zneuziti.

Obecné zasady pro ochranu osobnich udaju:
A. OrganizaCni opatfeni:

— Osobni a citlivd data pacientl jsou vedena v listinné formé v pfirucnich spisovnach a v
elektronické formé v programu Envis LIMS/IS Medicalc.

— Listinna forma zaznamu je zabezpecena uzamcenim vstupu do genetické laboratofe a fizenim
vstupu cizich osob. Pro zabezpeceni dat v Envis LIMS/IS Medicalc maji pracovnici pfidélena
pfistupova prava s ohledem na jejich kompetence.

— Pracovnici maji ve své pracovni naplni podepsanou mic¢enlivost a jsou seznameni prokazatelné
s vnitfnimi pfedpisy, ve kterych jsou stanovena pravidla pro nakladani s osobnimi udaiji.

B. Technicka opatfeni:

— Technicka opatfeni jsou stanovena na urovni mechanického zabranéni pfistupu neopravnénych
osob do mist, kde je ulozena zdravotnicka dokumentace. Jedna se o fizeny vstup do genetické
laboratore.

— Zdravotnicka dokumentace ulozena v programu Envis LIMS/IS Medicalc je v dobé
nepfitomnosti zdravotnického pracovnika chranéna heslem pro vstup do PC a systému Envis
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https://www.genetika-plzen.cz/postup-pro-vyrizovani-stiznosti-genetika-plzen
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LIMS/IS Medicalc. Kazdy pracovnik ma pfidéleny rozsah opravnéni pro pfistup do Envis
LIMS/IS Medicalc.

10. Souvisejici dokumentace

10.1 Informované souhlasy

Souhlas vySetfované/ho (zakonného zastupce) s genetickym laboratornim vySetfenim (F.GP 901)

Nesouhlas vySetfované osoby (zakonného zastupce) s genetickym laboratornim vysSetienim — negativni
revers (F.GP 902)

Pouceni pro pacienty pfed odbérem ejakulatu v genetické ambulanci (F.GP 903)

Pouceni pro pacienty pfed odbérem ejakulatu mimo Genetické pracovisté (F.GP 904)

Pouceni a informovany souhlas s PGT (F.GP 907)

Souhlas se skladovani po PGT (F.GP 908)

Informovany souhlas s genetickym testem NIPT kitem Panorama (F.GP 914)

Informovany souhlas s invazivnim prenatalnim vyS$etfenim - amniocentéza, biopsie choriovych klki

(F.GP 917)

10.2 Privodky

Zadanka o preimplantaéni genetické vy$etieni (PGT) (F.GP 906)

Privodka na cytogenetické vySetieni (F.GP 910)

Privodka na molekularné-genetické vysetieni (F.GP 911)

Privodka na imunologické vySetfeni (F.GP 912)

Screening vrozenych vyvojovych vad (F.GP 913)

Informovany souhlas s genetickym testem NIPT kitem Panorama (F.GP 914)

10.3 Dalsi souvisejici dokumentace
VD.GP 05 Laboratorni pfirucka PGT

10.4 Pfilohy
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https://www.genetika-plzen.cz/wp-content/uploads/2024/02/fgp_917_v002_informovany_souhlas_s_invazivnim_prenatalnim_vysetrenim.pdf
https://www.genetika-plzen.cz/wp-content/uploads/2024/02/fgp_910_v003_cz_pruvodka_na_cytogeneticke_vysetreni_web.pdf
https://www.genetika-plzen.cz/wp-content/uploads/2024/02/fgp_911_v003_cz_pruvodka_na_molekularne_geneticke_vysetreni_web.pdf
https://www.genetika-plzen.cz/wp-content/uploads/2024/05/F.GP-912-v004-CZ-Pruvodka-na-imunologicke-vysetreni_WEB.pdf
https://www.genetika-plzen.cz/wp-content/uploads/2024/02/screening_vrozenych_vyvojovych_vad.pdf
https://www.genetika-plzen.cz/wp-content/uploads/2024/02/fgp_914_v002_informovany_souhlas_s_nipt.pdf
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