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2. INFORMACE O LABORATORI

2.1. ldentifikace laboratore, dulezZité udaje

Nazev organizace: Ustav hematologie a krevni transfuze
Adresa organizace: U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2

e—mail: info@uhkt.cz

web: www.uhkt.cz, www.papillomavirus.cz

ICO: 0023736

ICZ:

Nazev laboratofe: NARODNI REFERENCNi LABORATOR PRO PAPILLOMAVIRY
Adresa a umisténi: U Nemocnice 1, Praha 2, budova C, pfizemi
Vedouci laboratore: RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D.

Manazer kvality: Hana Feixova

Telefon: 221 977 222

Fax:

e—mail laboratore: NRLPV@uhkt.cz

Provozni doba laboratofe: 8.00-15.00 hodin
Prijem vzorka: 8.00-14.00 hodin

2.2. POPIS CINNOSTI LABORATORE

2.2.1. Charakteristika a zaméreni laboratore

Laboratof je soudasti odd&leni Experimentalni virologie a Komplementu laboratofi UHKT,
provadi detekci a typizaci lidskych papillomavirt (HPV) metodami molekularni biologie.

2.2.2. Pocet pracovniku a jejich odborna zpusobilost

Vedouci pracovnik: RNDr., Ph.D.

Vysokogkolsky vzdélani pracovnici (VS): 5 (z toho jeden Ph.D.)

Laborantky: 2

Vedouci pracovnik a dal$i dva VS jsou registrovani jako odborny pracovnik v laboratornich
metodach a pfipravé léCivych pfipravki podle zakona 96/2004, jedna laborantka je
registrovana podle stejného zakona

2.2.3. Vybaveni laboratoie
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VySetieni provadime pomoci systému Hybrid Capture 2 (hc2) firmy Digene, ktery je dodavan
s tfepackou, luminometrem a programem pro zpracovani dat. Pro PCR vyuzivame
Termocyklery firmy MJ Research a hybridiza¢ni pec firmy Techne Hybridiser HB-1D.

2.2.4. Uroven a stav akreditace laboratoie

Laboratof je akreditovana CIA pod &. 8081 dle CSN EN 1SO 15189.
Osvédceni o akreditaci ¢. 109/2010.

Laboratof se ucastni systému externiho hodnoceni kvality (INSTAND — Némecko,
http://www.instandev.de/en/).

2.3. Zodpovédné a kontaktni osoby

RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D. 221977222 rutach@uhkt.cz

RNDr. Jana Smahelova 221977103 jana.smahelova@uhkt.cz
RNDr. Eva HamsSikova 221977273 eva.hamsikova@uhkt.cz
RNDr. Martina Salakova, Ph.D. 221977103, 391 martina.salakova@uhkt.cz
RNDr. Viera Ludvikova 221977223 viera.ludvikova@uhkt.cz

Bc. Pavlina Jarolimkova 221977103 pavlina.jarolimkova@uhkt.cz
Blanka Langova 221977103 blanka.langova@uhkt.cz
Mgr. Jana StaSikova 221977223 jana.stasikova@uhkt.cz
Sylva Krausova 221977103 sylva.krausova@uhkt.cz

3. MANUAL PRO ODBERY PRIMARNICH VZORKU

Pracovisté, ktera provadéji odbéry vzorku, maji byt seznamena s timto Manualem pro odbéry
primarnich vzorkd. Rozsah vySetfeni je pribézné aktualizovan v souladu s rozvojem moderni
mediciny.

3.1. POZADAVKOVE LISTY (ZADANKY)

Veskeré pozadavky na vySetfeni a vysledky jsou zpracovany laboratornim informacnim
systémem (LIS), ktery je souc€asti nemocni¢niho informaéniho systému UNIS, oba firmy Steiner,
spol. s r.o.. Material dodavany do laboratofe musi byt spravné oznacen a musi mit vypinénou
Zadanku. U cizincl je nezbytné uvedeni Cisla pojistky a data narozeni, u azylantd rovnéz Cisla
povoleni k pobytu. Pozadavky na vySetfeni od jinych organizaci musi splfiovat stejna kriteria.
Laboratof poskytuje své sluzby i samoplatcum. Pfi zaslani vzorku na vySetfeni samoplatce je
nutno uvést adresu, na kterou bude provedena fakturace. Cena vysetfeni pro samoplatce je
dana bodovym ohodnocenim vySetfeni v platném Seznamu vykon(. Aktualni cenik poskytne
laboratof na pozadani.
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Zadanka o vySetfeni je pfistupna na webové strance http://www.papillomavirus.cz/zadanka.pdf

3.2. OZNACENI PRIMARNICH VZORKU

Mimo kompletné vyplnéné zadanky je nutné odbérovou nadobu se vzorkem oznadit jménem
pacienta nebo jeho inicialami a rodnym Cislem.

3.3. POZADAVKY NA DODATECNA A OPAKOVANA VYSETRENI

Pokud je nutné doplnit néktera vysetieni z jiz dfive dodaného vzorku, Ize poZadavek na takove
vySetfeni uplatnit telefonicky nebo ustné. VySetfeni budou provedena v ramci rutinniho provozu.
Vysledky dodateénych vysetfeni budou uvolnény po vydani dodate¢né Zadanky. Dodatec¢na
vySetfeni je mozné pozadovat nejdéle do ukoncéeni vSech pivodné pozadovanych analyz.

3.4. POUZIVANY ODBEROVY SYSTEM

Pro odbéry jsou pouzivany komeréni sety STM (Digene, distributor Dynex) nebo PreservCyt
(Cytyc, distributor Roche), pro nékteré typy odebiranych materiall je tfeba si odbérové nadoby
vyzadat v laboratofi. Toto je tfeba ovéfit dle druhu klinického materialu v kapitole 6. Nutné je
uvést jméno lékare, adresu a poCet pozadovanych odbérovych setd.

Odbérové sety si lze zdarma vyzadat v laboratofi na telefonim ¢isle 221977222,
221977103 ¢i na emailové adrese NRLPV@uhkt.cz.

3.5 PRIPRAVA KLIENTA PRED ODBEREM VZORKU

Pro odebirani stéri obecné plati, Ze je tfeba jej provést pred aplikaci jakékoliv latky na misto
odbéru materialu (napf. kyselina octova).

3.6. TRANSPORT VZORKU, STABILITA

Transport vzorkl z externich zafizeni je provadén tak, aby byly dodrZzeny poZzadavky na odbér
primarnich vzorku VIZ. KAPITOLA 6.

material musi byt dopravovan v neporusenych zkumavkach, tak, aby nedoslo ke znehodnoceni
materialu a ohrozeni fyzickych osob. Kazdy vzorek musi byt opatfen identifikaCnim &titkem a
papirovou zadankou. Dokumentace k materialu je uloZzena tak, aby nebyla v pfimém kontaktu
S prepravovanym materialem.

Pokud je dodany material jakkoli poSkozen &i znehodnocen nebo pokud neni fadné oznacen
postupuje se dle kapitoly 4.2; 4.3 a 4.4.
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3.7. ZAKLADNI INFORMACE K BEZPECNOSTI PRI PRACI SE VZORKY

Obecné zasady strategie bezpec€nosti prace s biologickym materialem vychazeji z pfisluSnych
pravnich predpisti a smérnic, tj. pfedev&im z vyhlasky MZ CR &. 195/2005 Sb. a jejich pfiloh,
kterou se upravuji podminky pfedchazeni vzniku a $ifeni infekénich onemocnéni a hygienické
pozadavky na provoz zdravotnickych zafizeni. VSichni zaméstnanci jsou povinni postupovat pfi
vySetfovani pacientl tak, aby nedochazelo ke vzniku a Sifeni nozokomialnich nakaz ve smyslu
prislusnych ustanoveni této vyhlasky. Pracovnici dale pracuji v souladu s Provoznim fadem
oddéleni.

4. PREANALYTICKE PROCESY V LABORATORI

4.1. PRIJEM ZADANEK A VZORKU

PFijem primarnich vzorkd na veskera laboratorni vySetfeni se provadi v laboratofi. Vzorek musi
byt spravné odebrany, viditelné neposkozeny, nepotfisnény, spravné skladovany a spravné
oznaceny v souladu se spravné vyplnénou a nepotfisnénou zadankou. Vzorky se v laboratofi
pFijimaji pribézné. Za pfijeti vzorku odpovida laborantka, ktera v pfipadé odmitnuti informuje
odesilajici pracovisté nebo Iékafe a vedouciho laboratofe. Kontrolu a pfijeti vzorku, v€etné data,
zapisuje pfislusny pracovnik na zadanku.

Prijem vzorka: pracovni dny 8.00 — 14.00 hodin

Vzorky se pfedavaji vzdy pracovnikum laboratofe.

4.2.  KRITERIA PRO PRIJETI NEBO ODMITNUTI VADNYCH PRIMARNICH VZORKU

P¥i pfijimani vzorku ho zodpovédny pracovnik pfezkouma a zapiSe.

Vzorek je odmitnut, pokud je neuplné vyplnéna Zadanka a je-li zkumavka Spatné uzaviena a
obsah wylit. Vzorek je téz odmitnut, pokud doSlo ke zjevné kontaminaci nespravnym
skladovanim napf. pfitomnost plisné.

Odmitnuti vzorku je neprodlené pfijimajicim pracovnikem oznameno telefonicky Iékafi a o této
skute€nosti je v laboratofi veden zaznam do Knihy HIaSeni neshod, telefonickych konzultaci a
stiznosti. Za kazdych okolnosti je nutné zalozit Zadanku a skute€nost zaznamenat v komentafi.
Ve zvlast vyjimecCnych pripadech lze vzorky potfisnéné biologickym materialem Ci vzorky s
mensim, nez doporu¢enym, mnozstvim materidlu a vzorky jinak poSkozené (napf. pfimés krve)
vysetfit. Pracovnik prejimajici takové vzorky o tomto neprodlené informuje odesilajici Iékare.
Pouze na vyslovnou zadost Iékafe, ktery vySetfeni pozaduje, budou tyto vzorky vysetfeny. Vyse
uvedené skute€nosti budou zaznamenany v komentafi k vysledkiim.
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4.3.  Postup pfii chybné identifikaci pacienta na Zzadance

Je-li chybné identifikovan pacient na Zadance, postupuje se nasledovné:

Je-li uvedeno jméno pacienta, rodné Cislo nebo pojistovna, telefonicky se ovéfi spravnost
uvedenych udaju a laboratof provede opravu chybného udaje. Za zavazné se vzdy povazuji
Udaje uvedené na Stitku vzorku. V8e se zaznamena do Knihy Hla8eni neshod, telefonickych
konzultaci a stiznosti.

4.4. Postup pfi chybné identifikaci vzorku

Pri chybné identifikaci vzorku (nesouhlasi udaje uvedené na Stitku se skute€nosti, nebo
identifikace zcela chybi) je vzorek vzdy odmitnut. O této skutecnosti je v laboratofi veden
zaznam do Knihy HlasSeni neshod, telefonickych konzultaci a stiznosti a je neprodlené
telefonicky oznamena pfijimajicim pracovnikem odesilajicimu |ékafi a zaroven je vyzadan novy
odbér a nova, fadné vyplnéna zadanka.

4.5. Postupy pro ochranu osobnich udaju pacientu

VSechny pocitaCe, které slouzi k zapisovani Udajli o pacientech jsou opatfené heslem, které
znaji pouze zodpovédné osoby viz. kapitola 2.3. Osobni udaje jsou vepisovany téz do 318 K 08
01, které jsou ukladané do zamykatelnych prostor a pfistup k nim maji jen zodpovédné osoby
viz. kapitola 2.3. Vlastni soubory na pocitacich jsou dale opatfené heslem. Za udrzbu pocitac,
pocitaCové sité a spravu programu UNIS zodpovida SPIS UHKT.

4.6. Skladovani vysetrenych materialt

Vzorky skladujeme po dobu jednoho mésice od data odeslani vysledkl, pokud byly negativni.
Pozitivni vzorky skladujeme pod anonymnim identifikatorem po dobu neomezenou pouze pro
vyzkumné ucely.

4.7. Opakovani vySetreni
U vzorku s hrani¢nimi hodnotami postupujeme dle 318 SOP_ 08 01 a 318 SOP_ 08_02.

5. VYDAVANI VYSLEDKU A KOMUNIKACE S LABORATORI

5.1. Doba odezvy a vydavani vysledku
Bézna doba: Vysledky vysetfeni vzorkda dle 318_ SOP_ 08 _ 01 i 318_ SOP_ 08_ 02 jsou

dodavané do 14 dnl az jednoho mésice (dle pfislusné SOP).
Statim: dle dohody
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Po provedeni testl jsou vysledky pfevedeny do pfisluSsného informaéniho systému LIS UNIS.
Po kontrole odpovédnym pracovnikem (vedouci laboratofe, jeho zastupce) jsou uvolnény a
vydavaji se v tisténé formé& a zaroven jsou uvolnény v elektronické formé&. Mimo laboratof je
zobrazitelny vyhradné uvolnény vysledek.

Vysledky posilame pisemnou formou oSetfujicimu Iékafi. Vysledky nesdélujeme bézné
telefonicky ani Iékafi ani pacientim. Sdéleni vysledku lékafi je mozné u statim vySetfeni.
V tomto pfipadé sdéluje vysledek vedouci laboratofe a jeho zastupce a to az po uvolnéni
vysledku. Sdéleni vysledku pacientim je mozné pouze, pokud toto zapiSe IékaF provadéjici
odbér primarniho vzorku na zadanku (zadam o sdéleni vysledku pfimo pacientovi) a pokud je
mozna jasna identifikace pacienta (Cislo ob&anského prukazu). Vysledek sdéluje vedouci
laboratofe a jeho zastupce a to az po uvolnéni vysledku. Vysledkové listy maji na akreditované
zkou$ky odkaz na pfislusny SOP a jsou oznaéeny hvézdickou (*).

Vysledkovy list z LIS UNIS obsahuje:

nazev laboratore, ktera vysledek vydala

e jednoznacnou identifikaci pacienta (jméno, rodné Ccislo, Cislo vzorku, Cislo vzorku v
laboratofi)

e nazev oddéleni pozadujiciho vysetieni, ICZ

e datum zahajeni zkousky (datum pfijmu vzorku)

¢ identifikaci vySetfeni

e vysledek vySetfeni

e v pfipadé potifeby komentar

e datum a Cas tisku vysledkového listu

¢ identifikaci osoby, ktera zpracovala, kontrolovala a uvolnila nalez

5.2. ZMENY VYSLEDKU A NALEZU

Zménu identifikace klienta (jméno, pfijmeni, rodné €islo, Cislo pojistky) — provede laborant pfi
zadavani zadanky do IS. Opravu nebo zménu rodného Cisla, slou€eni $patné zadaného Cisla se
spravnym, oprava nebo zména jména, titulu, pojistovny — provede po nahlaSeni spravce
pocitaCové sité.

Oprava vysledku:
e uvolnéné vysledky, které jesté nebyly uctovany — vedouci laboratofe a jeho zastupce
e vyuctované vysledky v databazi — spravce pocCitaCové sité
e opraveny vysledek se vzdy oznami telefonicky, poSle se opravny vysledkovy list (pokud
jiz byl odeslan) a o nahlaSeni se vede zaznam do Knihy Hl&Seni neshod, telefonickych
konzultaci a stiznosti
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5.3. RESENI STIZNOST/

Pfipadné stiznosti a reklamace adresujte prosim na adresu NRLPV@uhkt.cz.

Neni-li stiznost k praci laboratofe adresovana pfimo vedoucimu laboratore, feSi ji pracovnik,
ktery ji pfijal a informuje vedouciho laboratofe. Vysledek a zplisob feSeni je evidovan v Knihy
HlaSeni neshod, telefonickych konzultaci a stiznosti. Kromé drobnych pfipominek je vyfizovani
stiznosti véci vedouciho laboratofe a v pfipadé jeho nepfitomnosti jeho zastupce. Vyfizovani
stiznosti se dé&je v souladu se smérnici 2006/5 Vyfizovani stiznosti a oznameni UHKT.

6. LABORATORNI VYSETRENI, POSKYTOVANA LABORATORI
6.1. Druh vysetfovaného materialu

e Stéry z délozniho Eipku

e Stéry z uretry u muzl a z oblasti analni
e Stéry z penisu

e Stéryzoka

o Stéry z dutiny ustni a hrtanu

e Vyplach dutiny ustni

e Bronchoalveolarni lavaz, aspirat

e Probatorni biopsie

e Fixovana tkan zalita v parafinu

6.2. Stéry z délozniho €ipku

Odbér, skladovani a transport

Pro stér z délozniho &ipku se pouziva komeréné dostupny set firmy Digene, ktery obsahuje
kartacek, transportni médium (STM) a podrobny navod. Druhym komeréné dostupnym setem je
PreservCyt od firmy Cytyc. Set obsahuje pouze odbérovou zkumavku. Kartacky jsou dodavané
zvlast. Stér se provadi jednim kartaCkem z endo- i exocervixu pfed odbérem cytologie a pred
aplikaci kyseliny octove!!! KartaCek odbérového setu Digene se vlozi do odbé&rové zkumavky,
zalomi a zkumavka se ulozi na +4-8°C, pfi pouziti odbérového média PreservCyt se kartaek
v médiu pouze oplachne, odbérova zkumavka se uzavie a ulozi na +4-8°C. Skladovani pfi této
teploté je mozné maximalné tyden. Pfevoz vzorkl do laboratofe se provadi bez chlazeni, pfi
normalni teplotg.

Zpracovani vzorku v laboratofi

A/ Stéry v STM pro detekci HPV neamplifikaéni metodou

Vzorek je mozné v laboratofi skladovat pfi +4-8°C nejdéle po dobu dvou tydnu. Pfiprava

vzorku k detekci HPV neamplifikaéni metodou spociva v denaturaci DNA pfidanim poloviny
objemového dilu denaturaéniho pufru dodavaného vyrobcem (Digene). Vzorky denaturujeme
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45 min pfi 65°C. Po denaturaci Ize vzorky skladovat pfi teploté +4-8°C pfes noc nebo pfi teploté
—20°C maximalné po dobu 3 mésicU.

B/ Stéry v STM pro detekci HPV amplifikaénimi technikami

DNA ze vzorku izolujeme na kolonkach komeréné dostupného setu QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen) dle navodu (Blood and Body Fluid Spin Protocol). Vzorek kvantitativhé sto¢ime (5 min
pfi 50000t za pokojové teploty), supernatant odsajeme. Sediment resuspendujeme ve 200 ul
PBS pufru. Do zkumavek pipetujeme 20 ul proteinazy K, resuspendovany vzorek a lyzaéni pufr.
Inkubujeme 10 min pfi 56°C, poté pfidame 200 pl absolutniho etanolu. Vzorek opatrné
naneseme na kolonku, promyjeme a eluujeme 200 ul eluéniho pufru. Vzorek oznacime Stitkem
s datem izolace, Cislem vzorku a skladujeme v mraznicce.

C/ Stéry v Preserv Cyt médiu pro detekci HPV neamplifikacni metodou

Vzorek je mozné v laboratofi skladovat pfi +4-8°C nejdéle po dobu dvou tydnd. Pfipravu vzork(
k detekci HPV neamplifikani metodou provadime komeréné dodavanym setem Sample
Conversion Kit (Digene). Po fadném protfepani pipetujeme 4 ml vzorku do zkumavky a pfidame
0,4 ml konverzniho pufru. Po centrifugaci 15 min pfi 30000t odsajeme supernatant a ke
kazdému peletu pfidame smés transportnihno média (STM) s denaturacnim pufrem (Digene).
Vzorky denaturujeme 45 min pfi 65°C, konvertované vzorky z PreservCyt mohou byt po
denaturaci skladovany pfi teploté +4-8°C pfes noc nebo pfi —20°C maximalné po dobu 3
mésicU.

D/ Stéry v Preserv Cyt médiu pro detekci HPV amplifikaénimi technikami

DNA ze vzorku izolujeme na kolonkach komeréné dostupného setu QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen) dle navodu (Blood and Body Fluid Spin Protocol). Odebereme 6 ml vzorku, sto¢ime (5
min pfi 50000t za pokojové teploty), supernatant odsajeme. Sediment resuspendujeme ve 200
pl PBS pufru. Do zkumavek pipetujeme 20 ul proteinazy K, resuspendovany vzorek a lyzaéni
pufr. Inkubujeme 10 min pfi 56°C, poté pfidame 200 ul absolutniho etanolu. Vzorek

opatrné naneseme na kolonku, promyjeme a eluujeme 200 pl eluéniho pufru. Vzorek oznaime
Stitkem s datem izolace, Cislem vzorku a skladujeme v mraznicce.

6.3. Stéry z uretry u muzi a z analni oblasti

Odbér, skladovani a transport

Pro stér z uretry a z analni oblasti je tfeba pouzit kartacek. DoporuCujeme nylonové odbérové
kartacky Flocked swabs (Copan), nebot jejich pomoci Ize ziskat dostatecné mnozZstvi materialu
a odbér je Setrny. KartaCek se vlozi do odbérové zkumavky s médiem STM ¢&i PreservCyt
dodané na vyzadani laboratofi, zalomi se (kartaCek musi byt ponofen do odbérového média) a
zkumavka se ulozi na +4-8°C. Skladovani pfi této teploté je mozné maximalné tyden. Pfevoz
vzorkl do laboratofe se provadi bez chlazeni, pfi normaini teploté. V laboratofi Ize vzorek
skladovat pfi +4-8°C po dobu nejdéle dvou tydnu.
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Zpracovani vzorku v laboratofi

U stérl z uretry v STM ¢i PreservCyt médiu detekci DNA provadime vyhradné amplifikacnimi
technikami. DNA ze vzorku izolujeme na kolonkach komeréné dostupného setu QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen) dle navodu. Vzorek kvantitativné stocime (5 min pfi 30000t za pokojove
teploty), supernatant odsajeme. Sediment resuspendujeme ve 200 ul tkanového lyzaéniho pufru
s proteinazou K a inkubujeme 1 hod pfi 56°C az do uplné lyze vzorku, nasleduje 10 min
inkubace pfi 70°C, poté pfidame 200 ul absolutniho etanolu. Vzorek opatrné naneseme na
kolonku, promyjeme a eluujeme 200 yl 10mM Tris-Cl. Na spektrofotometru zméfime
koncentraci DNA a upravime objem vzorku precipitaci tak, aby kone¢na koncentrace DNA ve
vzorku byla 100 ng/ul. Vzorek oznaCime Stitkem s datem izolace, koncentraci a Cislem vzorku a
skladujeme pfi —20°C.

6.4. Stéry z penisu

Odbér, skladovani a transport

Pro stér z penisu je tfeba pouzit kartaéek. Doporucujeme nylonové odbérové kartacky Flocked
swabs (Copan), nebot jejich pomoci Ize ziskat dostatené mnozstvi materialu a odbér je Setrny.
Odbér je tfeba udélat z mista viditelnych klinickych pfiznakd. Pokud se jedna o vySetfeni
preventivni, kde nejsou patrné klinické pfiznaky onemocnéni, je tfeba setfit glans penis,
pfedkozku, proximalni ¢ast uretry. Kartacek se vlozi do odbérové zkumavky s médiem STM &i
PreservCyt dodané na vyzadani laboratofi, zalomi se (kartdek musi byt ponofen do
odbérového média) a zkumavka se ulozi na +4-8°C. Skladovani pfi této teploté je mozné
maximalné tyden. Pfevoz vzork( do laboratofe se provadi bez chlazeni, pfi normalni teploté.
V laboratofi Ize vzorek skladovat pfi +4-8°C po dobu nejdéle dvou tydnu.

Zpracovani vzorku v laboratofi

U stéru z penisu v STM ¢€i PreservCyt médiu detekci DNA provadime vyhradné amplifikaCnimi
technikami. DNA ze vzorku izolujeme na kolonkach komeréné dostupného setu QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen) dle navodu. Vzorek kvantitativné stoCime (5 min pfi 30000t za pokojové
teploty), supernatant odsajeme. Sediment resuspendujeme ve 200 ul tkanového lyza¢niho pufru
s proteindzou K a inkubujeme 1 hod pfi 56°C aZz do uplné lyze vzorku, nasleduje 10 min
inkubace pfi 70°C, poté pfidame 200 pl absolutniho etanolu. Vzorek opatrné naneseme na
kolonku, promyjeme a eluujeme 200 pl 10mM Tris-Cl. Na spektrofotometru zméfime
koncentraci DNA a upravime objem vzorku precipitaci tak, aby konecna koncentrace DNA ve
vzorku byla 100 ng/ul. Vzorek oznacime Stitkem s datem izolace, koncentraci a Cislem vzorku a
skladujeme pfi —20°C.

6.5. Stéry z oka
Odbér, skladovani a transport
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Pro stér zoka odbérovy nastroj voli lékaf. Odbérovy nastroj se vlozi do zkumavky
s transportnim médiem (STM ¢i PreservCyt) dodavané na vyzadani laboratofi, eventuelné
zalomi a zkumavka se uloZi na +4-8°C. Skladovani pfi této teploté je mozné maximalné tyden.
Pfevoz vzorku do laboratofe se provadi bez chlazeni, pfi normalni teploté. V laboratofi Ize
vzorek skladovat pfi +4-8°C po dobu nejdéle dvou tydnu.

Zpracovani vzorku v laboratofi

U stérl zoka v STM ¢&i PreservCyt médiu detekci DNA provadime vyhradné amplifikacnimi
technikami. DNA ze vzorku izolujeme na kolonkach komeréné dostupného setu QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen) dle navodu. Vzorek kvantitativné stoCime (5 min pfi 30000t za pokojové
teploty), supernatant odsajeme. Sediment resuspendujeme ve 200 pul tkahového lyza¢niho pufru
s proteinazou K a inkubujeme 1 hod pfi 56°C az do uplné lyze vzorku, nasleduje 10 min
inkubace pfi 70°C, poté pfidame 200 ul absolutniho etanolu. Vzorek opatrné naneseme na
kolonku, promyjeme a eluujeme 200 pl 10mM Tris-Cl. Na spektrofotometru zméfime
koncentraci DNA a upravime objem vzorku precipitaci tak, aby konec¢na koncentrace DNA ve
vzorku byla 100 ng/ul. Vzorek oznacime Stitkem s datem izolace, koncentraci a Cislem vzorku a
skladujeme pfi —20°C.

6.6. Stéry z dutiny Ustni a hrtanu

Odbér, skladovani a transport

Pro stér z dutiny Ustni a hrtanu odbérovy nastroj voli lékaf. Odbérovy nastroj se vlozi do
zkumavky s transportnim médiem STM & PreservCyt dodavané na vyzadani laboratofi,
eventuelné zalomi a zkumavka se ulozi na +4-8°C. Skladovani pfi této teploté je mozné
maximalné tyden. Pfevoz vzork( do laboratofe se provadi bez chlazeni, pfi normalni teploté.
V laboratofi Ize vzorek skladovat pfi +4-8°C po dobu nejdéle dvou tydnu.

Zpracovani vzorku v |aborator

U stérl z dutiny ustni a hrtanu v STM ¢i PreservCyt médiu detekci DNA provadime vyhradné
amplifikacnimi technikami. DNA ze vzorku izolujeme na kolonkach komeréné dostupného setu
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) dle navodu. Vzorek kvantitativné stocime (5 min pfi 30000t za
pokojové teploty), supernatant odsajeme. Sediment resuspendujeme ve 200 pl tkanového
lyza¢niho pufru s proteinazou K a inkubujeme 1 hod pfi 56°C az do uplné lyze vzorku, nasleduje
10 min inkubace pfi 70°C, poté pfidame 200 pl absolutniho etanolu. Vzorek opatrné naneseme
na kolonku, promyjeme a eluujeme 200 pl 10mM Tris-Cl. Na spektrofotometru zméfime
koncentraci DNA a upravime objem vzorku precipitaci tak, aby kone¢na koncentrace DNA ve
vzorku byla 100 ng/ul. Vzorek oznacime Stitkem s datem izolace, koncentraci a Cislem vzorku a
skladujeme pfi —20°C.

6.7. Vyplach dutiny ustni

Odbér, skladovani a transport
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Pro vyplach dodavame 10 ml sterilniho roztoku PBS v 50ml zkumavce. Pfi vyplachu je tfeba
dbat na fadné kloktani i z oblasti orofaryngu. Vzorek se vyplivne do Cistého kelimku a prelije do
odbérové zkumavky. Vzorek Ize skladovat pfi +4-8°C a to maximalné 2 dny. Pfevoz vzorkd do
laboratofe se provadi bez chlazeni, pfi normalni teploté. V laboratofi |ze vzorek skladovat pfi
+4-8°C po dobu dalSich 2 dnl pfed zpracovanim.

Zpracovani vzorku v laboratofi

U vyplachG dutiny ustni detekci DNA provadime vyhradné amplifikaénimi technikami.
V laboratofi vzorek sto€ime v chlazené centrifuze (7 min pfi 50000t, +4°C) a dvakrat promyjeme
sterilnim roztokem PBS. StoCené a promyté buriky resuspendujeme v 1 ml roztoku PBS, pro
izolaci odebereme 250 pl a zbytek vzorku skladujeme pfi —20°C. DNA izolujeme na kolonkach
komeréné dostupného setu QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) dle navodu. Vzorek (250 pl)
kvantitativné sto¢ime (5 min pfi 30000t za pokojové teploty). Sediment resuspendujeme ve 200
pl tkanového lyzaéniho pufru s proteinazou K a inkubujeme 1 hod pfi 56°C az do upIné lyze
vzorku, po 10 min inkubaci pfi 70°C pfidame 200 ul absolutniho etanolu. Vzorek naneseme na
kolonku, promyjeme a eluujeme 200 pl 10mM Tris-Cl. Na spektrofotometru zméfime
koncentraci DNA a upravime objem vzorku precipitaci tak, aby konec¢na koncentrace DNA ve
vzorku byla 100 ng/ul. Vzorek oznacime Stitkem s datem izolace, koncentraci a Cislem vzorku a
skladujeme pfi —20°C.

6.8. Bronchoalveolarni lavaz, aspirat

Odbér, skladovani a transport

Bronchoalveolarni lavaz ¢&i aspirat je tfeba odebirat do sterilnich transportnich nadob. Po
odbéru Ize vzorek skladovat pfi +4-8°C po dobu 24 hodin. Transport Ize provadét bez chlazeni a
v laboratofi se vzorek zpracovava v den dodani, coz je nejdéle 48 hodin po odbéru.

Zpracovani vzorku v laboratofi

Buriky obsazené ve vzorku kvantitativné stocime v centrifuze (15 min pfi 30000t za pokojové
teploty). Pokud je to nutné, centrifugaci prodlouzime. DNA izolujeme na kolonkach komeréné
dostupného setu QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) dle navodu. Po centrifugaci supernatant
odsajeme, sediment resuspendujeme ve 200 ul tkarfiového lyzacniho pufru s proteinazou K a
inkubujeme 1 hod pfi 56°C az do uplIné lyze vzorku, nasleduje 10 min inkubace pfi 70°C, poté
pfidame 200 pl absolutniho etanolu. Vzorek opatrné naneseme na kolonku, promyjeme a
eluujeme 200 pl 10mM Tris-Cl. Na spektrofotometru zméfime koncentraci DNA a upravime
objem vzorku precipitaci tak, aby kone¢na koncentrace DNA ve vzorku byla 100 ng/ul. Vzorek
oznacCime S&titkem s datem izolace, koncentraci a Cislem vzorku a skladujeme pfi —20°C.

6.9. Probatorni (preoperacni) biopsie

Odbér, skladovani a transport
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Probatorni biopsii z jakékoliv anatomické lokalizace Ize odebrat do sterilni transportni nadoby a
ihned zmrazit na -70°C. Délka skladovani biopsie pfi této teploté neni omezena. Pfevoz do
laboratofe se musi provadét na suchém ledu. V laboratofi se vzorek ulozi opét na -70°C nebo
se ihned zpracovava, tak jak to vyzaduje oSetfujici Iékai a umozfiuje provoz laboratore.

Biopsii Ize alternativné odebrat do transportniho média, které na Zzadost (telefon & mail) zadle
laboratof. Toto médium si Ize vyZadat i pfedem a skladovat ho pfi +4-8°C nejdéle 1 rok. Po
odbéru biopsie do transportniho média Ize vzorek okamzité zmrazit na -70°C bez omezeni doby
skladovani, ¢&i na -20°C nejdéle na dobu 7 dni. Transport vzorku do laboratofe se provadi na
suchém ledu. V laboratofi se vzorek ulozi opét na -70°C nebo se ihned zpracovava, tak jak to
vyzaduje o3etfujici Iékaf a umoziuje provoz laboratofe.

Zpracovani vzorku v laboratofi

U biopsii detekci DNA provadime vyhradné amplifikanimi technikami. U malych biopsii (do
25mg) odebranych do transportniho média izolujeme DNA na kolonkach komeréné dostupného
setu QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) dle navodu. Vzorek sto¢ime (5 min pfi 30000t za pokojové
teploty), supernatant odsajeme. Ke vzorku pfidame 200 pl tkarnového lyzaéniho pufru
s proteinazou K a inkubujeme 1-3 hod pfi 56°C az do uplné lyze vzorku, nasleduje 10 min
inkubace pfi 70°C, poté pfidame 200 ul absolutniho etanolu. Vzorek opatrné naneseme na
kolonku, promyjeme a eluujeme 200 pl 10mM Tris-Cl. Na spektrofotometru zméfime
koncentraci DNA a upravime objem vzorku precipitaci tak, aby konecna koncentrace DNA ve
vzorku byla 100 ng/ul. Vzorek oznaCime Stitkem s datem izolace, koncentraci a Cislem vzorku a
skladujeme pfi -20°C.

6.10. Fixovana tkan zalita v parafinu

Odbér, skladovani a transport

Pro analyzu fixované tkané v parafinu je zakladni podminkou pouzité fixativum. Pfipustna jsou
nasledujici fixativa: neutralni pufrovany formalin, metakarn, aceton a etanol. Pfi pouZiti jinych
fixativ laboratof nezaruc€uje, Ze bude mozné provést vySetieni s uspokojivym vysledkem.

K vySetfeni |ze dodat bloCek, ktery laboratof po provedeni vySetfeni vrati, nebo 2 fezy 20 ym
ulozené do sterilni zkumavky. Pokud Iékaf pozaduje vySetfeni vice nez jednoho vzorku, musi
téz dodat vzorek, ktery bude krajeny mezi obéma vzorky od pacienta(d) a bude obsahovat
pouze parafin. Toto je nutné ke kontrole mozné faleSné pozitivity v disledku vzajemné
kontaminace vzorku pfi jejich krajeni. BEhem krajeni vzorku je tfeba dodrzovat ocisténi nozl
mikrotomu a celého okoli (povrch stolu a mikrotomu) pfed a po kazdém vzorku etanolem.
Transport vzorku nakrajenych &i blo¢ki do laboratofe lze provadét pfi normalni teploté.
V laboratofi Ize vzorky skladovat pfi +4-8°C neomezené.

Zpracovani vzorku v laboratofi

Z fez( odstranime parafin pfidanim 1 ml xylenu do kazdé zkumavky a inkubaci 30 min za
stalého pohybu pfi pokojové teploté, naslednym sto€enim (10 min pfi 140000t za pokojové
teploty)a opatrnym odsatim. Tento postup opakujeme 2-3x dokud parafin neni z fezi dokonale
extrahovan. K fezlim pfidame 1 ml absolutniho etanolu a opét za stalého pohybu
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inkubujeme 30 min pfi pokojové teploté, sto¢ime (10 min pfi 140000t za pokojové teploty) a
odsajeme. Vzorky nechame vyschnout 60 min pfi 55°C a po pfidani lyza¢niho pufru
s proteindzou K (koncentrace 100 ng/pl lyzaéniho roztoku) fezy dale inkubujeme pfi 56°C az do
Uplné lyze vzork(. Pro ziskani Cisté DNA vzorky precistime fenol — chloroformovou extrakci a
naslednou precipitaci absolutnim etanolem s octanem sodnym. Vysrazenou DNA po ddkladném
vysuseni rozpustime v pfiméfeném mnozstvi 10mM Tris-Cl pH 8,0. Vzorek oznaCime Stitkem
s datem izolace a €islem vzorku a skladujeme p¥i —20°C.
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Priloha 1.

Zadanka NRL pro papillomaviry

NRL pro papillomaviry Laboratorni ¢islo-

Ustav hematologie a krevni transfuze

U Nemocnice 1, 128 00 Praha 2

Tel: +420 221 977 222, 103; www papillomavirus cz Piyal a zkontroloval:
Datum piijmu:

Zadanka o vysetreni HPV

Pacient Lékar
Prijmeni a jméno

Rodné éislo /
Kad
Diagnoza pojistovny
Samoplatce ANO  NE |Razitko, podpis

Datum odbéru ICZ Odbornost:
Pozadovana vysetieni: Typ materialu:
O HPV vysokeé riziko O HPV protilatky - vysoké riziko O cervikalni stér O fixovana tkan
O HPV nizke riziko O HPV protilatky - nizke riziko O stér z uretry, penisu O krev
O HPV typizace O stér oka O juy

O stér analni

Diivod vysetieni: O vyplach dutmy tstni
O bronchoalveolarni lavaz
O biopsie
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