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UVOD (UROVEN A STAV AKREDITACE PRACOVISTE)

V 90. letech zaznamenala molekularni biologie obrovsky rozvoj, ktery bude brzy zavrsen kompletnim
zmapovanim lidského genomu. Objevy molekularni biologie a genetiky vnesly svétlo do pozndni molekularni
prednim misté. Tyto nové poznatky byly témér okam?Zité vyuZity v mediciné pro diagnostiku, prognostiku i
lé¢bu. Nase laborator v UHKT, v ndvaznosti na ¢innost oddéleni Molekularni genetiky UHKT (na kterém byla
v prvni poloviné 90. let provedena prvni molekuladrni diagnosticka vySetreni skupinou Dr. Cedrika Haskovce),
se nyni snazi rozsitit repertoar klinicky relevantnich molekularnich vysetreni a slouzit tak nejen lékarim a
jejich pacientdm v UHKT, ale i $iroké hematologické vefejnosti. Jinymi slovy, hlavnim cilem nasi laboratore
je provadét kvalitni vySetfeni molekuldrnich znakd, které jsou prakticky vyuZitelné pro diagnostiku a
prognostiku onemocnéni, jakoZ i pro terapeutickad rozhodnuti. Proto je tato laboratofr Siroce zapojena do
poskytovéni péce hrazené zdravotnimi pojistovnami z prostfedkl vefejného zdravotniho pojisténi. Dal$im
cilem nasilaboratore je pak na tento primarni kol navazany klinicky vyzkum. Laborator se vénuje i vyzkumu
na poli molekuldrni diagnostiky, ktery chape jako predpoklad svého dalsiho rozvoje.

Laboratof zavedla do rutinni diagnostické praxe jako prvni v CR vét$inu z vySetieni, ktera provadi. Proto
poskytuje svoje vySetiovaci protokoly i dal$im laboratofim v CR, aby byly vysledky poskytované jinymi
laboratoremi, pokud mozZno porovnatelné s nasimi. Nebrdnime se procesu standardizace tam, kde je to
mozné, aniz by byla narusena kontinuita hodnoceni nasich vysledk(. V souéasnosti se jiz stala fada z nami
provadénych vysetfeni soucasti rutinni diagnostiky hematoonkologickych onemocnéni — napf. na vysledcich
pfitomnosti ndmi vySetfovanych fuznich gentd u akutni myeloidni leukémie je jiz postavena soucasnd WHO
klasifikace tohoto onemocnéni, rovnéz tak diagnostika pravé polycytémie jiz vyZzaduje vysetfeni mutaci
genu JAK2.

Nase laboratof si zaklada na zkusenosti svych pracovnik(i a na preciznosti dodrzeni pracovnich postup( na
strané jedné, ale i na individualnim pristupu k zadavatellm vySetfeni na strané druhé — tj. snazime co
nejlépe vyijit vstric 1ékarlim, ktefi se na nds obraceji, a pomoci jim s feSenim jejich diagnostickych di
prognostickych otazek v zajmu pacienta s védomim, Ze pro hematology v rutinni praxi neni vidy lehké se
orientovat v molekuldrni diagnostice. Proto klademe diiraz nejen na vlastni pribéh analyz (analytickou ¢ast
vySetfeni) a interpretaci vysledku, ale i na preanalytickou a postanalytickou fazi vysetreni. Toto reflektuje i
nase Laboratorni pfirucka, v niz jsou vSechny 3 faze vysetfeni nalezité rozvedeny.

Laboratof jako integralni sou¢dst UHKT ji7 ziskala mezindrodni akreditaci podle Joint Comission
International (JCl). Laboratof je akreditovana CIA pod €. 8081 dle CSN EN 1SO 15189.

MUDr. Jifi Schwarz, CSc.

vedouci laboratore
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VSEOBECNE INFORMACE O LABORATORI
Zaclenéni laboratore v organizaéni struktuie UHKT a personal laboratore

LaboratoF PCR diagnostiky leukémii je ve struktufe Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT)
samostatnym oddélenim v rdmci Klinického Useku a je soucasti komplementu laboratofi UHKT, jeho?
vedouci je MUDr. Dana Mikulenkovd, a manazerem kvality Hana Feixova.

Personal laboratore (k dobé posledni revize dokumentu):

Vedouci laboratore: MUDr. Jiti Schwarz, CSc.

Vysokoskolaci: Ing. Jana Markova, Ph.D. — zastupce vedouciho laboratore
RNDr. Kamila Cermakova
Mgr. Veronika Polanska
Mgr. Pavel Chovanec

Laborantky: Mgr. Petra Michkovd, Dana Cervena

Zakladni informace o laboratofi

Jde o molekuldrné genetickou laboratof, provadéjici vysetieni s diagnostickym a prognostickym dopadem
pro potfeby pacientd v UHKT i na dalich hematologickych pracovistich. Provadéna vy3etfeni jsou hrazena
z prostfedkd verejného zdravotniho pojisténi. Laborator se zaroven zabyva vyzkumnou cinnosti.

Zaméreni laboratofre

Laborator provadi zakladni molekularné-geneticka vysetreni, potfebna pro diagnostiku, prognostiku a
sledovani minimalniho rezidudlniho onemocnéni u akutnich leukémii (predevsim myeloidniho typu),
chronickych lymfatickych leukémii a Ph™ myeloproliferativnich onemocnéni. Rovnéz vyzkumna ¢innost se
tyka prevazné uvedenych onemocnéni.

Organizace laboratofe, vnitini clenéni a pfistrojové vybaveni

Nase laboratof (ve smyslu oddéleni) sestava ze 3 prostorové oddélenych laboratofi (¢. dvefi B361, B310 a
B336, vSechny ve 3. patie budovy B), které vsak tvofi jeden nedilny celek. Laborator ¢. B361 z molekularniho
hlediska povaZzujeme za ,Cistou,” tzn., Ze nesmi byt kontaminovana PCR produkty. Naopak v laboratofi ¢.
B310 se pracuje s PCR produkty, které by nemély byt preneseny do laboratofe ¢. B361. V mistnosti B336
jsou umistény PCR cyklery pro kvantitativni RT-PCR (RotorGene). Viz Provozni fad. Vzorky k vySetieni se
zasadné prijimaji v laboratoti ¢. B361.

P¥istrojové vybaveni laboratore:

vvvvvv

e 3 termocyklery, navic dalsi 2 termocyklery pro PCR analyzu v rediném case (RQ-PCR),
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e 3 boxy s laminarnim proudénim vzduchu, spliiujici naroky bezpecénostni kategorie ,,Biohazard”
e 1 pripravny box bez laminarniho proudéni vzduchu

e 1 digestof s odvodem vzduchu mimo laboratof

e 3 chlazené centrifugy

e 1 termostat

K dalsim laboratornim ptistrojim radime mikrocentrifugy, trepacky, nékolik kompletnich sad pipet, sestavy
pro gelovou elektroforézu.

Vzorky biologického materialu jsou uchovavany v lednicich, DNA i RNA izolovand ze vzork( je uchovdvana v
mrazacich. Mame 3 vlastni hlubokomrazici boxy, které jsou (spolu s nékterymi dalSimi spottebici) napojeny
na centralni monitorovaci systém teplot s alarmem.

Kazdy z dulezitych pfistrojli je pravidelné validovan servisni firmou s pfislusnou akreditaci a ke kazdému z
nich je vedena dokumentace o jeho pouZivani. Dokumentace k pfistrojliim, véetné servisnich vykaz(, je od
roku 2009 spravovadna oddélenim biomedicinské techniky a je pfistupna zaméstnanclm laboratore
v programu Helios. Veskeré v laboratofi pouzivané reagencie jsou originalnimi produkty renomovanych
vyrobcll se zarukou kvality. Kvalita vysledkd je zabezpecena vnitfnim systémem pozitivnich a negativnich
kontrolnich vzork( pfi vysetfeni kazdého diagnostického vzorku. Veskeré vysledky vysetreni jsou zadavany
cestou ustavniho laboratorniho informacniho systému (LIS), ktery je soucasti klinického informacniho
systému UNIS od fy Steiner, s.r.o. Oba systémy zajistuji komplexni a bezpeény pristup k datim a moznost
jejich zpracovani klinickymi Iékafri.

Laborator respektuje pravidla ,Spravné laboratorni praxe,” doporuceni odbornych spolecnosti, a také
akreditaéni standardy JCI a CIA, co? vede k dodrZovéni rezimu postupu provadénych vysetieni i s ohledem
na stabilitu stanovovanych analytl ve vySetfovanych vzorcich.

Spektrum nabizenych vysSetfeni

Vsechna stanoveni se provadéji na drovni transkriptu, tj. zakladnim krokem pro préci se vzorky je izolace
RNA, po niZ nasleduje reverzni transkripce do cDNA a poté PCR vysSetfeni. Laboratof se rutinné zabyva
detekeci:

e fuznich gent, které charakterizuji nékteré akutni myeloidni leukémie (AML) z hlediska klasifikace
WHO jsou to: fuzni geny PML/RARa, AML1/ETO, CBF6/MYH11. Nélez téchto fuznich genl v prvnim
pfipadé definuje akutni promyelocytarni leukémii (APL), dalsi 2 fuze jsou typické pro tzv. CBF (core
binding factor) leukémie. VSechny uvedené typy AML maiji pfi spravném vedeni [é¢by nadprimérné
dobrou progndzu. Pacienti s APL jsou IécCeni podle specifickych protokol(, které jsou odlisné od
protokolll uzivanych pro lécbu jinych podtypl AML, a to jiz od samého zahajeni lécby tohoto
extrémné urgentniho stavu. Pravé proto, Ze mnohdy jde o velmi naléhavé vysetreni, detekci fuzniho
genu PML/RARa specifického pro APL provadime jako ,STATIM” vySetfeni. Fuzni geny zjistujeme
pomoci klasického kvalitativniho RT-PCR vysetfeni a nasledné detekce hledaného transkriptu na
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gelové elektroforéze. Ddle laboratof provadi vysetfeni pfitomnosti internich tandemovych
duplikaci (ITD) genu FLT3 a jeho mutaci v kodénu D835, které maji pfedevsim prognosticky vyznam
u AML, a to zejména u pfipadd s normalnim ¢i intermediarnim cytogenetickymnalezem. Pfitomnost
FLT3/ITD u pacientd s APL znamend predevSim vys$si riziko leukocytdézy a relativné nizsi
pravdépodobnost docileni kompletni remise, naopak u ostatnich subtypd AML pfitomnost FLT3/ITD
neovliviiuje pravdépodobnost dosazeni kompletni remise, ale zase znamena vyssi riziko relapsu po
dosaZeni kompletni remise. Fuzni geny jsou rovnéz vyuzivany jako cile pti sledovani minimalniho
rezidudlniho onemocnéni (MRO). Na prani klinik( je laboratof schopna vysetfit pfitomnost
jakéhokoli fuzniho genu;

e prestaveb genl tézkych fetézcl imunoglobulinu (/gy) a prestaveb gen( rldznych fetézcl receptoru
T bunék (TcR) u lymfoproliferativnich onemocnéni, predevsim chronickych. Zachyt téchto prestaveb
potvrzuje klonalitu bunék, coz mlze mit diagnosticky vyznam. Pfi zachytu klondlni prestavby
variabilnich oblasti Ig genl (/gV4) se dale vySetfuje tzv. mutacni stav IgVy gend, tzn. rozdil v
mutovanosti identifikované klondlné se vyskytujici alely IgVy oproti stavu jeji germindlni linie. Toto
vySetieni ma klicovy vyznam pro odhad progndzy predevsim u pacientl s chronickou lymfatickou
leukémii (CLL), event. s nékterymi lymfomy (s lymfomem z plastovych bunék). Laboratof po
domluvé s jejim vedoucim provadi narocna vySetfeni MRO pomoci primer( ,Sitych na miru” pro
jednotlivé pacienty — tzn. pomoci alela-specifickych primer( (origindlni metoda publikovana S.
Pekovou et al., Mol. Diagn. 2005);

e mutacniho stavu genu TP53 — mutace genu TP53 vétsinou doprovazi deleci druhé alely (del 17 p).
Soucasné vyzkumy vsak ukazuji, Ze i samostatnd mutace TP53 je dalSim vyznamnym nezdvislym
prognostickym faktorem u pacient( s CLL. Pacienti s mutaci TP53 Spatné odpovidaji na standardni
IéCbu, maji Spatny klinicky pribéh a zkracené prefziti. Laborator provadi vysetfeni metodou pfimého
sekvenovani cDNA;

e bodové mutace JAK2'®'F, kterd je diagnostickym vysetfenim v souladu s poZadavky WHO
klasifikace z r. 2008 u polycythemia vera. Navic ma prognosticky vyznam pfi stratifikaci dalSich Ph~
myeloproliferativnich onemocnéni s trombocytémii (MPO-T) predevsim z hlediska rizika trombdzy.
Vysetieni je zaloZeno na alelické diskriminaci, ktera se provadi pomoci RT-PCR v redlném case s
pouzitim LNA-modifikovanych sond (J. Markova et al., Leuk Lymphoma 2007). Laboratof mlize
detekovat i mutace genu MPL u MPO-T, jakoZ i nové objevené alternativni mutace genu JAK2 (napfr.
v exonu 12) pomoci sekvenace;

e mutace CALR (kalretikulin) — nalez mutace potvrzuje klonalni charakter zhruba u 85% JAK2-
nemutovanych MPO; vysetfeni se provadi pomoci fragmentacni analyzy.

PRIRUCKA PRO ODBERY PRIMARNICH VZORKU
Pracovisté a externi pracovnici provadéjici pfipravu pacienta nebo odbéry vzorku maji byt seznameni

s touto priru¢kou pro odbéry primarnich vzorkd. Laboratorni pfirucka je trvale k dispozici v elektronické
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podobé na www.uhkt.cz nebo papirové podobé u vedouciho laboratofe. Rozsah vySetfeni provadénych
v laboratofi je prabézné aktualizovan v souladu s rozvojem medicinskych znalosti, a formou nabidky
laboratornich vysetteni davan na védomi svym klinickym partnerdm (IGzkovym i ambulantnim zafizenim),
spolu s poZzadavky na zpUsob odbéru biologického materialu.

Zakladni informace tykajici se odbéru vzorkt

Laboratof standardné prijima vzorky krve a kostni dfené, po domluvé event. i jinych tkdni (napft.
lymfatickych uzlin, sleziny). Laborator vSak muze vysetfit i jiz na jinych davéryhodnych pracovistich
molekuldrni genetiky (napf. FN Motol, FN Brno-Bohunice) pfipravené lyzaty bunék anebo izolaty
nukleovych kyselin.

Laboratof nema samostatnou odbérovou mistnost. Odbéry krve a kostni dfené se provadi v ambulancich,
ve specializovanych nabérovych stiediscich anebo na lGzkovych oddélenich zadavatele. V ramci UHKT jsou
vzorky nabirany na Ambulanci, na Transplantacni jednotce, na Jednotce intenzivni hematologické péce,
anebo na LiZkovém oddéleni. Nabér je zde provadén dle platného Osetrovatelského standardu v rocni
aktualizované formé. Pravidla pro postup pti nabérech je popsan ddle (kapitola PouZivany odbérovy
systém), nicméné molekularné geneticka vysetteni nejsou pfilis zavisla na zplsobu odbéru, jsou vsak zavisla
na typu odbérového média (protisrazlivého cinidla) a nesmi byt zasadnim zplsobem narusena pravidla pro
transport a skladovani vzorku v preanalytické fazi.

Pokud se tyka odbéri vzork(i od mimoustavnich zadavatel(l, nase laborator uvadi zakladni pokyny ohledné
mnozstvi odebiraného biologického materidlu, odbérového média a zachazeni s odebranym vzorkem na
zadance ke kazdému z provadénych vysetfeni. Nase laboratof sice nenese odpovédnost za to, zda byl
vySetfovany materidl odebran atransportovdn v souladu s témito pozadavky. Nicméné systém vnitini
kontroly vySetfovanych vzork( je nastaven tak, aby odhalil jakékoli pochybeni v kvalité vysetfovaného
materialu (musi byt pozitivni vysledek kontrolniho genu).

Nabér krve by mél byt proveden nejlépe uzavienym odbérovym systémem do sterilni ndbérové zkumavky
(sterilita jako takova sice neni podminkou spravné provedeného vysetteni, ale garantuje naprosto nutnou
absenci RNA3az) v doporuc¢eném mnozstvi. Doporucujeme uziti 10 ml zkumavek obsahujicich protisrazlivé
Cinidlo (standardné EDTA, event. citrat nebo ACD-pufrovany citrat). Totéz plati i pro odbéry kostni diené s
vyjimkou toho, Ze v tomto ptripadé nelze pouzit uzavieny odbérovy systém.

Odbérové zkumavky musi byt transparentni a z dlvodu bezpecnosti pfi manipulaci pfi transportu
nerozbitné. Zkumavka musi byt dokonale uzaviena a ndleZité oznacena Stitkem s identifikaci pacienta. Ke
vzorku musi byt pfiloZzena fadné vyplnéna zadanka.

Pozadavkové listy (Zzadanky)
Zadanky musi obsahovat:

e jednoznacnou identifikaci pacienta (jméno, rodné ¢i osobni Cislo pacienta)
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e identifikaci zdravotni pojistovny, pohlavi

e kéd nakladového strediska zadavatele

e identifikace osoby provadéjici odbér

e identifikace zadavatele — ndzev zafizeni, oddéleni, jméno lékare (nebo jiné osoby legdlné
opravnéné pozadovat vysetieni), ICP, ICZ, odbornost, podpis a razitko; na zddankach od
mimoustavnich Zadateld musi byt uveden zpUsob, jakym chtéji oznamit vysledek (tel., fax, e-mail;
v kazdém pripadé laboratofi musi byt zndma postovni adresa, na kterou bude zaslan vysledek)

e typ pozadovaného vysetreni

e datum odbéru

e pfrislusné klinické informace o pacientovi, véetné Ciselného kédu diagndzy dle MKN10

Laboratof z provoznich divodi uctovani zdravotnim pojistovnam nemuze ptijimat vzorky s kody diagnoz,
zacinajicimi pismenem R, a ddle s nékterymi kédy, znamenajicimi druhotny stav (napf. D63.8).

Pro vSechny 3 hlavni typy vysetfeni, uvedené v kapitole Spektrum nabizenych vysetfeni (tj. vySetfeni pfi
suspekci na AML/APL, na lymfoproliferativni onemocnéni, a na Ph- myeloproliferativni onemocnéni), ma
laboratof vlastni zadanky, které jsou dostupné v UHKT (zde mohou byt generovany informaénim systémem
UNIS), jakozZ i na vétsiné pracovist nasich zadavatell, kterym byly zaslany v elektronické, event. pisemné
formé.

Nepovinné, fakultativni udaje:

e na zadance lze uvést dopliujici klinické informace tykajici se pacienta a vysetieni (pro
interpretacni Ucely). Pro néktera vysetfeni je uvedeni téchto udajli povinné (viz kapitola Spektrum
nabizenych vysetieni).

Datum pfijeti vzorku do laboratore je automaticky evidovano v LIS, pfijetim elektronické zadanky (¢i po
jejim vytvoreni pfimo v laboratofi — pfi konzilidrnim vysetfeni). Po prezkoumani udajl na Zadance,
primarniho vzorku a vizualni kontrole jeho kvality, je vzorek pfevzat a zaevidovan pracovnikem laboratore.
Zadanka je po oznaceni razitkem a podpisem prebirajici osoby a po ptfidéleni jedine¢ného vnitiniho
laboratorniho kodu uloZena do Knihy Zzadanek (114_K_08_01). Tento kdéd je ¢tyfmistny — na prvnim misté
je pismeno abecedy (kontinudlné pridélovano vzestupné od A do Z, bez diakritiky, s vynechanim pismen H,
CH, Q), nasledujici tfi mista tvori kontinudlni tficifernou ciselnou fadu 001-999 k aktudlnimu pismenu
(pfiklad: po vzorku s kédem A999 je nasledujicimu pfijatému vzorku pfidélen kod B001, dalSimu pak B002
atd.). Po ukonceni moZnosti tohoto Cislovani (kddem Z999) se pouZiva analogicky systém cislovani, jen je
pozice pismena misto na zacatku kédu na jeho konci (001A az 999Z). VSechny Udaje ze zadanky jsou
nasledné zaznamendny do tabulky (odbéry komplet.xIsx), kterd se nachazi na zabezpeceném serveru UHKT
na sdileném disku M. Cesta ktomuto dokumentu vsiti UHKT je: M:\skupina\oddeleni\PCR\odbery
komplet.xls. Do této tabulky se zapisuji a ukladaji i nasledujici udaje: jméno pracovnikd, ktefi provedli
separaci vzorku a také vysledky vySetteni, které byly zkontrolovany a schvdleny vedoucim laboratore.
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Pozadavky na odbér primarniho vzorku jsou koncipovany tak, aby odebirané mnozstvi materialu bylo co
nejmensi. Koncepce zadanky zajistuje, aby administrativni Ukon pfi jejim vyplfiovani byl co nejjednodussi.

Samoplatci:

Laborator poskytuje své sluzby i samoplatcim. Pfi zaslani vzorku na vySetfeni samoplatce je nutno na
zadanku uvést adresu, na kterou se provede fakturace. Na tuto adresu budou zaslany vysledky vysSetreni.
Cena vysetfeni pro samoplatce je dana dle bodové hodnoty vysetieni v platném Seznamu vykonU. Bodova
hodnota vysetieni je pak v K¢ kalkulovana samoplatci (po dotazu na nasi laborator) na Ekonomickém tseku
UHKT v budové C. Nasledné bude provedena platba tamtéz —tj. v pokladné UHKT.

Vysledky jsou zasilany posStou nebo se mulzZe pacient dostavit pfimo do laboratore, kde vSak musi byt
provedena jeho identifikace (obcansky prikaz, cestovni pas Ci jiny identifikacné platny dokument). Poté
mUze samoplatce obdrZet vysledek testu.

Hodiny pro pfijem materialu a event. dodatecné pozadavky na vysetreni

Material k vySettfeni je pfijiman nejlépe v rannich hodinach, a to od 8 do 12 hodin, maximalné vsak do
14.30 hodin. Je vsak zabezpeceno, ze STATIM vysetfeni (to plati pro vysetfeni fuzniho genu PML/RARa) je
mozZné provést kterykoli den véetné vikend( a svatk(, je vsak nutno dodani vzorku avizovat vedoucimu,
event. dalSimu personalu laboratofe. Laboratof pracuje standardné pouze v pracovni dny. Proto poZadavky
na STATIM vysetieni po skonéeni pracovni doby (16.30 hod.) je nutno hldsit na Lizkové odd. UHKT (tel. 221
977 298), které vyrozumi vedouciho laboratore nebo jeho zastupce o vzniklém poZadavku.

Laboratof reaguje i na Ustni poZadavky zadavatell vysetfeni: pokud je k dodanému vzorku sdélen
prislusnym lékafem dalsi poZadavek na vysetteni (napf. telefonicky), popf. je zménén plvodni poZzadavek
uvedeny na Zadance, je tato zména zaznamenana do Zadanky pracovnikem laboratofe. Soucasné je tento
dodatecény poZadavek autorizovan parafou a Citelnym podpisem pracovnika a je opatifen datem zdznamu.
Neexistuje Zzadny ¢asovy limit pro mozZnost dodatecného vysetieni, jelikoZ vSechny vzorky jsou archivovany
po neomezenou dobu.

Podminky transportu vzorku na laboratof

Plati zasada, Ze vySetfovany vzorek (biologicky material) by mél byt doruéen do laboratofe co nejdfive po
jeho odbéru. Laboratof prebira vzorky staré nejvice 2 dny. Paklize doba od nabéru nepresahuje 3 hodiny,
neni zapotrebi zvlastnich opatfeni pro transport, vzorek se pouze nesmi vystavit zahfati (napf. vystaveni
slunci, drZeni v ruce apod.). Pfesahuje-li doba od nabéru 3 hodiny, je vhodné jej transportovat pfi 4°C. Pfi
této teploté je moziné jej skladovat az 2 dny. Transport vzorku zajistuje zadavatel a odpovida za néj.
Laborator nekontroluje hodinu odbéru. Systém vnitini kontroly vySetfovanych vzorkl je totiz na laboratofi
nastaven tak, aby odhalil pochybeni v kvalité vySetfovaného materidlu (musi byt pozitivni vysledek
kontrolniho genu).
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Identifikace pacienta na Zadance a oznaceni vzorku

Nezbytnou identifikaci biologického materidlu pred pridélenim laboratorniho Cisla (kédu) tvofi nejméné
pfijmeni pacienta a Cislo pojisténce (rodné Cislo), jinak je nutné material odmitnout (viz dale). Vyjimku tvofi
nemocni, u nichZ neni kompletniidentifikace k dispozici (neznamé osoby nebo osoby, u nichz jsou k dispozici
povinné identifikacni znaky jen v ¢astecném rozsahu). Odesilajici oddéleni je povinno srozumitelné o této
skutecnosti informovat laboratof a zajistit nezaménitelnost biologického materidlu a dokumentace.

Vzorky pacient(l uréené k analyze bez pozitivni identifikace pacienta se v laboratofi nesméji vyskytovat.

ZAKLADNIi INFORMACE K BEZPECNOSTI PRI PRACI SE VZORKY

Obecné zasady strategie bezpecnosti prace s biologickym materidlem vychazeji z prislusnych pravnich
predpisdi a smérnic, tj. predeviim z vyhlasky Mz CR €. 306/2012 Sb. a jejich pfriloh, kterou se upravuji
podminky predchazeni vzniku a Sifeni infekénich onemocnéni a hygienické poZadavky na provoz
zdravotnickych zafizeni. VSichni zaméstnanci jsou povinni postupovat pfi vysetfovani pacientl tak aby
nedochazelo ke vzniku a siteninozokomialnich nakazve smyslu ptislusnych ustanoveni této vyhlasky.

Na zakladeé této vyhlasky byly stanoveny tyto zasady pro bezpecnost prace s biologickym materidlem:

e Kazdy vzorek krve je nutné povaZovat za potencialné infekcni.

e Zadanky ani vnéjsi strana zkumavky nesmi byt kontaminovany biologickym materidlem — toto je
divodem k odmitnuti vzorku.

e Vzorky jsou prepravovany v uzavienych zkumavkach, které jsou vlioZzeny do stojanku nebo
prepravniho kontejneru tak, aby béhem prepravy vzorku do laboratofe nemohlo dojit k rozliti,
potfisnéni biologickym materidlem nebo jinému znehodnoceni vzorku.

POUZiVANY ODBEROVY SYSTEM

Laboratof pfijima vzorky periferni krve, kostni dfené, zcela vzacné i jinych tkani (lymfatické uzliny, sleziny).
Vsechny vzorky se standardné odebiraji do 10 ml prihlednych (polystyrénovych) zkumavek, obsahujicich
protisrazlivé Cinidlo: citrat, adeninem pufrovany citrat (ACD-A) nebo K3-EDTA. Zpravidla postacuje nabér 9
ml periferni krve nebo 3 ml kostni dfené. U leukopenickych pacientl (s pocty leukocytd — pod 2,0 G/I) je
vhodné nabrat 2-3 zkumavky periferni krve, resp. je vhodné laboratofi odeslat alespori 1/3 z celkového
objemu nabrané diené. Pro odbéry jsou pouzivany zkumavky sterilni, nerozbitné pfi padu i centrifugaci,
dokonale prahledné, se stitkem pro identifikaci.

Obecné jsou doporuceny odbéry periferni krve v uzavieném systému. Maji fadu vyhod:

e Pfiodbéru v uzavieném systému je minimalizovano riziko znesterilnéni vzorku — pro nas je to
dllezité tim, Ze se tak zabrani potfisnéni analytu RNAazami, které mohou degradovat nami
izolovanou RNA. RNA4zy jsou bézné pritomné na kliZi personalu i pacienta. Nicméné event.
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nedodrZeni tohoto poZadavku je nasim systémem vnitfni kontroly vidy odhaleno (nebyla by
pozitivni kontrolni RNA od daného pacienta);

e Zkumavky jsou spolehlivé uzaviené s presné definovanym elektronicky testovanym vakuem
postacujicim k naplnéni pravé jen uvedenym objemem krve.

e VSechny soucasti systému prichazejici do styku s krvi jsou urceny k jednorazovému pouZitia s
vyjimkou jehel jsou vyrobeny z velmi snadno likvidovatelnych (spalovdnim nebo drcenim),
zdravotné i ekologicky nezavadnych plastickych hmot.

e Systém je kompatibilni se viemi vakuovanymi odbérovymi systémy a pomoci adaptéruis
veskerou ,klasickou” odbérovou a infuzni technikou typu Luer.

MozZné chyby pfi skladovani a transportu:

e pouZiti nevhodné zkumavky

e pouZiti nespravného protisrazlivého cCinidla

e nedostatecné oznaceni zkumavek s materidlem

e potfisnéni zkumavky s materialem (anebo privodni zadanky) krvi
e vystaveni vzorku teplu, pfimému sluneénimu svétlu, nebo mrazu

PREANALYTICKE PROCESY V LABORATORI

Preanalytické faktory jsou faktory, které jsou obtizné laboratofi ovlivnitelné a souc¢asné velmi zavazné, a
nedodrZeni spravnych podminek pro vysetfeni ma za nasledek nehodnotitelné vysledky.

Preanalyticka faze vysetfeni samoziejmé zacina jiz mimo nasi laboratof nabérem vzorku k vysetreni — viz
Ptirucka pro odbér primarnich vzorkd.

Tato kapitola popisuje preanalytické postupy na nasi laboratofi.
PFijem Zadanek a vzorku

Pracovnici laboratofe prebiraji vzorky standardné v pracovnich dnech ve stanovenych hodinach (tj.
preferencné mezi 8-12 hod., maximalné do 14.30 h, pouze STATIM poZadavky kdykoli po vyrozuméni
vedouciho laboratofre). Pfi prebirani vzork( kontroluiji:

e identifikovatelnost vzorku a shodu identifikacnich udaj se Zadankou;

e kvalitu vzorku (zda neni srazeny); pfijimajici pracovnik laboratore si musi vSimat i zplsobu, jakym
byl vzorek na laboratof dopraven;

e jeho mnoiZstvi (neni vSak zcela rozhodujici pro Uspésné provedeni vysetieni — rozhodujici je
mnoZstvi v ném obsaZenych leukocytl a event. degradace RNA nasledkem nevhodného
transportu);

e neporusenost a tésnost uzavieni zkumavky;

e vyplnéni dalSich udajli na Zadance;
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Po uvedené kontrole je kazdy prijaty vzorek evidovan v pocitaci laboratore.

Kritéria pro pfijeti nebo odmitnuti vadnych (koliznich) primarnich vzorkd

Nesoulad v zékladnich identifikacnich znacich pro

pridéleni zddanky ke

vzorku biologického materialu - materidl neni pfijat k dal$imu zpracovani
(jméno a pfijmeni pacienta, rodné

Cislo pacienta nebo Cislo pojistky pacienta)

Je porusen obal

(¢ast materidlu vytekla pfi transportu apod.) —-> material neni pfijat k dalSimu zpracovani

Neni spravné proveden odbér (srazena krev) —-> material neni pfijat k dalSimu zpracovani

Zadanka neni fadné vyplnéna

(schédzi nékteré povinné Udaje (diagndza, ICP L, R
s - biologicky material je pfijat
ordinujiciho lékare, odbornost)

Ve zvlast vyjimeénych pfipadech (napf. z divodu vitalni indikace) lze vzorky pottisnéné biologickym
materidlem ¢i vzorky s mensim neZ doporu¢enym mnozZstvim materidlu vysetfit. Pracovnik prejimajici
takové vzorky o tomto neprodlené informuje oSetfujiciho lékare. Pouze na vyslovnou Zadost Iékare, ktery
vySetfeni poZaduje, budou tyto vzorky vysetfena. VysSe uvedené skutecnosti budou zaznamenany v
komentafi k vysledkim v LIS.

Za zavazné se vidy povazuji Udaje uvedené na stitku vzorku. O odmitnuti vadnych (koliznich) primarnich
vzorku je v laboratoti veden zaznam.

Postupy pfi nespravné identifikaci vzorku nebo Zadanky
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pridéleni zddanky ke vzorku biologického
materialu

(jméno a pfijmeni pacienta, rodné

Cislo pacienta nebo Cislo pojistky pacienta)

Je porusen obal

(¢ast materidlu vytekla pfi transportu apod.)

Neni spravné proveden odbér

Zadanka neni fadné vyplnéna

(schézi nékteré povinné udaje (diagndza, ICP
ordinujiciho lékate, odbornost)

Nesoulad v zédkladnich identifikacnich znacich pro

—-> material neni pfijat k dalSimu zpracovani

- material neni pfijat k dalSimu zpracovani

- dané oddéleni nebo ambulance je
informovéano a pozadano o novy odbér”

—-> material neni pfijat k dalSimu zpracovani

- dané oddéleni nebo ambulance je
informovéno a pozadano o novy odbér”

-> biologicky material je pfijat

-> nesrovnalosti dofeSeny laborantem
telefonicky dfive, nez je vydan vysledek

* Pfi pfijimani nového odbéru je nutno, aby zadavatel zaslal novou zadanku
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ANALYTICKE PROCESY V LABORATORI

Analytické faktory jsou kontrolovatelné (byvaji ovliviiovany persondlem laboratofe). Dlraz klademe na
nasledujici principy:

Dodrzovani metodickych postupt:

V laboratofi jsou dodrZovany standardni postupy vySetfeni (SOP) pro vySetfeni Uctovana zdravotnim
pojistovnam, které zahrnuji vlastni postupy provedeni testu, nastaveni a kalibraci pfistrojd, provedeni
kontrol a verifikaci.

Spravné pracovni navyky:

Jsou dané jednak obecnymi predpisy (danymi zakony a vyhlaskami, vnitinimi pfikazy, metodickymi pokyny,
smérnicemi a navody feditele UHKT), jednak jsou dané vlastnim know-how, po léta praktikovanym na
laboratofi;

Zabezpeceni spravné funkce pfistroja a kalibrace pipet:

Tento bod je zabezpecen validaci dalezitych pristroji na laboratofi v pravidelnych intervalech a kalibraci
pipet;

Vybér diagnostickych setl a reagencii:

Vybér je zaloZeny na expertnim posouzeni kvality a vhodnosti danych reagencii (a jejich dodavatelll) pro
danou metodiku a rovnéi pro dany typ pfistroje. Rada reagencii byla laboratofi p¥imo srovnavédna
s konkurenénimi vyrobky. Jsou stanoveny doby exspiraci u vSech pouZivanych roztokd a chemikalii
(114 _F_09_05 Exspirace roztok(i a chemikalii);

Princip spravného nastaveni kontrolnich ukazatelll pro kazdé vysetreni:

Systém stanoveni kontrolniho genu a systém pozitivnich kontrol zajistuje vysokou reprodukovatelnost
vysledk(. Zarucuje jednak kontrolu kvality vySetfované nukleové kyseliny z vzorku jako takové, zaroven
zajistuje kontrolu pouzZitych reagencii, jako napf. polymerdzy anebo pouzitych primerd. Systém tedy
odhaluje moznd pochybeni v preanalytické i analytické fazi vySetteni.

POSTANALYTICKE PROCESY V LABORATORI, VYDAVANi VYSLEDKU A KOMUNIKACE S
LABORATORI

Veskery materidl, ktery je dodan do laboratore, se zpracovava nejlépe ihned (s pfihlédnutim na pracovni
postupy jednotlivych vysetieni). Vysledky se po kontrole odpovédnym pracovnikem vydavaji odpoledne v
pisemné formé, tzn., Ze na klinickych oddélenich jsou k dispozici, jakmile jsou elektronicky uvolnéné do
UNISu, ze kterého si je |ékati a sestry mohou vytisknout. Nejdéle nasledujici pracovni den pak vysetfujici
laboratof sama doda vysledky v tiSténé podobé na oddéleni zadavatele. V pfipadé telefonického sdéleni
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vysledku provede opravnéna osoba laboratofe zaznam. Zaznamena cas, kdo vysledek ohlasil a komu byl
vysledek ohlasen.

Vyjadfovani vysledku:

Diagnosticka vysSetreni (napf. zachyt fuznich genl pfi AML a APL, zachyt klonality u lymfoproliferaci, zachyt
mutace JAK2V®1F) jsou ve své povaze kvalitativnimi vy$etfenimi a vysledkem testu je pak pouhé hodnoceni
ve smyslu pozitivni/negativni.

Vysetfeni minimalniho rezidudlniho onemocnéni (MRO) metodikou RT-PCR v redlném case je ve své povaze
kvantitativnim vysetfenim. Proto jeho vysledkem je uréité ¢islo. Vidy jde o pomér zjistovaného genu ku
kontrolnimu genu, proto rozmérem tohoto dCisla je ,1”. P¥i vySetfeni MRO vsak obvykle nejde o absolutni,
pravé namérenou hodnotu stanoveni, dllezitéjsi je trend vysledk( v Case. Proto dodavame v tisténé formé
spolu s vysledkem i graf pribéhu MRO v Case.

Kontrola vysledk:

Po provedeni analyz jsou vysledky zapsany ¢i prevedeny do LIS, v némZ jsou po kontrole odpovédnym
pracovnikem uvolnény v nemocni¢nim informacnim systému pro oSetfujiciho lékafe (v rdmci pracovisté
UHKT). Mimo laboratof je tedy zobrazitelny pouze zkontrolovany (uvolnény) vysledek. Viechny vysledky
jsou v laboratofi dostupné v elektronické i tisténé formé a jsou archivovany.

Hlaseni vysledk v kritickych intervalech

Vyrazné patologické vysledky se neprodlené telefonuji pozadujicimu pracovisti bez ohledu na to, zda bylo
vySetfeni provedeno v rezimu ,STATIM”, anebo zda se jednalo o rutinni (béZny) vzorek. Tykd se to
predevsim vysledku zachytu fuzniho genu PML/RARa, anebo suspektniho molekularniho relapsu u AML/APL
(tj. prvniho pozitivniho vysledku po pfedchozich negativnich vysledcich testu). Pracovnik laboratore presné
zaznamena na zadanku komu, kdy a kym a jak (telefonicky, pfimym osobnim sdélenim) byl vysledek na
oddéleni predan (sdélen, nahlasen).

Informace o formach vydavani vysledka, typy naleza a laboratornich zprav

Po provedeni analyz jsou vysledky prevedeny do LIS, kde jsou po kontrole odpovédnym pracovnikem
dostupné osettujicimu lékafi v systému UNIS (v rdmci pracovist UHKT).

Vysledky pro externi zadavatele se vydavaji pouze v tisténé formé a vysledkové listy jsou zaslany na
pracovisté zadavatele v nasledujici den po dokonceni analyzy. VSechny vysledky jsou v laboratofi dostupné
v elektronické i tisténé formé, v elektronické formé jsou vysledky také archivovany v systémech LIS/UNIS.
Archivace 7adanek: podle smérnice Spisového a skartaéniho fadu UHKT.

Vystup z LIS v podobé vysledkového listu obsahuje:

e nazev laboratote, ktera vysledek vydala,
e jednoznacnou identifikaci pacienta (jméno, rodné cislo)
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e ndazev oddéleni a jméno |ékare poZadujiciho vysetfeni, telefonni kontakt
e datum pfrijeti primarniho vzorku laboratofi

e datum a ¢as uvolnéni ndlezu

e nazev vysSetfovaného systému

e nezameénitelnou identifikaci vySetreni

e vysledek vysetfeni v€etné jednotek méreni

o identifikaci osoby, kterd autorizovala uvolnéni nalezu

Vydavani vysledkt pfimo pacientim:

Vydej vysledkl pacientovi je moZny na zékladé jeho Zadosti. Personal vydavajici vysledek musi mit jistotu v
identifikaci nemocného. Nema-li ji, pacient musi predloZit prikaz totoznosti (obc¢ansky priikaz, cestovni
pas).

Lze vydat vysledky do rukou pacienta pro informaci jeho samého, anebo treti osoby. Lze vydat jak bézny
denni vysledek (musi vSak byt validovany), anebo jiz dfive archivovany vysledek. Vysledky se vytisknou z
UNISu a vlozZi se do obalky. Je-li vysledek urcen pro tfeti osobu, je obalka poté zalepena, oznacena podpisem
pres lepeni a vydana pacientovi.

Telefonické hlaseni vysledk:

Vysledky lze telefonicky sdélovat pouze osetfujicim Iékaflim a tém, ktefi se podileji na osetfovani daného
pacienta. Po telefonickém sdéleni vysledku provede opravnéna osoba laboratore zdznam. Zaznamena cas,
kdo vysledek ohldsil a komu byl vysledek ohlasen. Vysledky se telefonicky nesdéluji Zadnym jinym
zdravotnickym ani nezdravotnickym pracovniklm (uklizecky, civilni sluzba, sanitarky), ani pacientlim.

Povéreni pracovnici laboratore sami hlasi vysledky v nasledujicich situacich: vysledky vyZzadujici neodkladné
oznameni (vysledek PML/RARa ve ,STATIM” rezimu, znamky molekularniho relapsu pfi sledovani MRO).

Povéreni pracovnici laboratore odpovidaji na telefonickou zadost o vysledek vysetfeni:

e mimo vyse uvedeny vycet pfipadu jsou telefonické dotazy zcela vyjimecné a musi byt Zadatelem
fadné odlvodnéné

e Zadatel o telefonicky vysledek vySetfeni musi uvést pracovisté, odkud vola a své jméno

e pokud je pracovnik laboratofe odpovidajici na dotaz v pochybnostech o identifikaci volaného a
jedna se o zdvaziny laboratorni Udaj, vyzada si telefonni ¢islo oddéleni, odkud je vzndsen
pozadavek, spoji se s uvedenym Zadatelem opétovné a ozndmi pozadované udaje. V pfipadé
jakychkoliv nejasnosti mize poZadovat k telefonu jinou kompetentni osobu.
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Zmény vysledkt a nalezi

Zména identifikace pacienta

L, " . , -> pii zadavani zadanky do pocitace - provede
(jméno a prijmeni pacienta, rodné
laborant/ka

Cislo pacienta nebo Cislo pojistky pacienta)

Oprava nebo zména rodného cisla, slouceni L
. . , o ., -> provede po nahlaseni spravce
Spatné zadaného rodného Cisla se spravnym

" ;o . pocitacové sité
(pfijmeni, titulu, pojistovny)

-> v pripadé validovanych vysledkd, které jesté
Oprava vysledkd (nalezt) nebyly uétovany, provede vedouci laboratofe

- v pripadé vysledkad, které jiz byly uctovany a
jsou v historické databazi, provede opravu
spravce sité

Nékteré opravy v Udajich o pacientovi pred vydanim vysledku Ize na laboratofi provést jejim persondlem.
Zmény v rodnych cislech nutno fesit za asistence spravce pocitacové siteé.

Na opravu v dobé nasledujici po vydani vysledku (at jiz v elektronické, anebo tisténé formé) je nutno
upozornit zadavatele telefonicky. O nahlaseni se vede zaznam.

Intervaly od dodani vzorku k vydani vysledku

Intervaly se lisi podle typu poZadavku na vySetieni. Rutinni poZadavky jsou ihned po doruceni do laboratore
zpracovavany a je zapocato s jejich analyzou. Néktera vysetieni trvaji jen nékolik hodin (predevsim vysetreni
fuze PML/RARa ve ,STATIM” rezimu), zatimco jind trvaji az nékolik tydn(. Podrobné ¢asové Udaje k
jednotlivym laboratornim polozkdm jsou uvedeny v dokumentu ,Seznam poskytovanych vysetfeni” (pfiloha
¢. 1, ktera je soucasti Laboratorni prirucky).

Na vysledkovém listé je patrno datum odbéru vzorku, jakoZ i datum ukonceni analyzy, které je shodné
s datem tisku. Je uveden i ¢as tisku.
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Zpusob Feseni stiznosti

Neni-li stiZznost k praci laboratore adresovana pfimo vedoucimu laboratore, fesi ji pracovnik, ktery ji pfijal a
informuje vedouciho laboratore. Vysledek a zplsob teSeni je evidovan. Vidy se snaZime jednat s
dostatec¢nou vstficnosti.

Drobné pripominky k préci laboratore prijima a resi kterykoli pracovnik laboratofe a nasledné informuje

vevs

Konzultaéni €¢innost
Personal laboratore podava ustni a telefonické konzultace, tykajici se nasledujiciho:

e |ékarskych indikaci k provadénym molekularné-genetickym vysetfenim (to je predevsim
v kompetenci vedouciho laboratore — |ékare);

e technickych detaild, tykajicich se pfedevsim preanalytické faze —tj. zplsobu odbéru, transportu
vzorkl apod.;

e interpretace vysledk.

Vedouci laboratote je dostupny bud' na laboratofi (tel. 221 977 278), anebo na ambulanci UHKT (tel. 221
977 315), anebo na lékarském pokoji (tel. 221 977 277).

Informovany souhlas/nesouhlas pacienta

Veskera vysetfeni jsou provadéna s informovanym souhlasem pacienta (zajistuje klinicky zadavatel).

Za podpis informovaného souhlasu s provedenym vysetfenim a archivaci biologického materialu zodpovida
indikujici 1ékat.

Pacient je informovan o planovaném diagnostickém nebo lé¢ebném postupu formou informovaného
souhlasu (IS). Informovanym souhlasem/nesouhlasem projevuje pacient vali pfijmout nebo nepfijmout

navrhovany lécebny nebo diagnosticky vykon (postup) na zakladé informace poskytnuté l|ékarem,
zaznamenany predepsanou formou.

ZpUsob odebirani informovaného souhlasu, provadéni vySetfovacich a lé¢ebnych vykon( bez souhlasu
pacienta a formy odebirani informovaného souhlasu upravuje SR Informovany souhlas pacienta v UHKT

Pro externi Zadatele sluZeb je souhlas s genetickym laboratornim vysSetfenim dostupny na webovych
strankach http://www.uhkt cz.

Nakladani se vzorkem po vysetfeni je tfeba na Zzadance vyplnit dle aktudlniho informovaného souhlasu
pacienta.

Pokud pacient nesouhlasi s uchovdnim vzorku, pfipadné jeho dalSim vyuZitim pro védecké ucely, je tfeba
na zadance zaskrtnout pfislusnou kolonku.
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Zadavajici 1ékar je zodpovédny za prenos spravné informace o nakladani se vzorky pacienta v souladu
s informovanym souhlasem.

7 v s

SOUVISEJiICI DOKUMENTACE VEDENA NA FORMULARICH:
ZADANKA O RT-PCR VYSETRENI U AML a APL: FUZNI GENY
ZADANKA O VYSETRENI KLONALN{ PRESTAVBY U LYMFOPROLIFERATIVNICH ONEMOCNENI — IgVH , TcR

ZADANKA O VYSETRENI PRITOMNOSTI MUTACI GENU JAK2 A CALR (U Ph~ MYELOPROLIFERATIVNICH
ONEMOCNENI)

ZADANKA O SEKVENACNI VYSETRENI MUTACE GENU TP53

PRILOHY

Pfiloha 1 Seznam poskytovanych vysetieni

ROZDELOVNIK

Cislo vytisku | Ulozeni
1 Portal SMK
2. WEB UHKT
Portalu SMK

Stranka 19z 19


file://synology4/komplement/DokumentaceLaboratori

	Seznam změn a revizí řízeného dokumentu
	ÚVOD (úroveň a stav akreditace pracoviště)
	všeobecné INFORMACE O LABORATOŘI
	Začlenění laboratoře v organizační struktuře ÚHKT a personál laboratoře
	Personál laboratoře (k době poslední revize dokumentu):
	Základní informace o laboratoři
	Zaměření laboratoře
	Organizace laboratoře, vnitřní členění a přístrojové vybavení
	Přístrojové vybavení laboratoře:

	Spektrum nabízených vyšetření

	Příručka pro odběry primárních vzorků
	Základní informace týkající se odběru vzorků
	Požadavkové listy (žádanky)
	Žádanky musí obsahovat:
	Nepovinné, fakultativní údaje:
	Samoplátci:

	Hodiny pro příjem materiálu a event. dodatečné požadavky na vyšetření
	Podmínky transportu vzorku na laboratoř
	Identifikace pacienta na žádance a označení vzorku

	Základní informace k bezpečnosti při práci se vzorky
	Používaný odběrový systém
	Preanalytické procesy v laboratoři
	Příjem žádanek a vzorků
	Kritéria pro přijetí nebo odmítnutí vadných (kolizních) primárních vzorků
	Postupy při nesprávné identifikaci vzorku nebo žádanky

	Analytické procesy v laboratoři
	Postanalytické procesy v laboratoři, vydávání výsledků a komunikace s laboratoří
	Vyjadřování výsledků:
	Kontrola výsledků:
	Hlášení výsledků v kritických intervalech
	Informace o formách vydávání výsledků, typy nálezů a laboratorních zpráv
	Vydávání výsledků přímo pacientům:
	Telefonické hlášení výsledků:
	Pověření pracovníci laboratoře odpovídají na telefonickou žádost o výsledek vyšetření:

	Změny výsledků a nálezů
	Intervaly od dodání vzorku k vydání výsledku
	Způsob řešení stížností
	Konzultační činnost
	Informovaný souhlas/nesouhlas pacienta

	SOUVISEJÍCÍ DOKUMENTACE VEDENA NA FORMULÁŘÍCH:
	Přílohy
	Rozdělovník

