FN Ostrava PFirucka pro odbé&r vzorkd Strana: 1/3

HLA, DNA laboratof

Revize: 01

PRIRUCKA PRO ODBER PRIMARNIHO VZORKU

HLA, DNA laboratof

1 Pozadavky na odbéry

1.1  Molekularné biologicka vysSetreni (genotypizace HLA systému, krevnich skupinovych
systému, mutace a polymorfismy trombofilie)

Metoda: PCR-SSP, PCR-SSPTl

Odbér vzorku:

nesrazliva krev (EDTA, citrat sodny, ACD-A), minimalni objem 2 ml (- pfi po¢tu leukocytl nad 1,5 x
10° /1) nebo 4 ml ( pfi poétu leukocytl < 1,5 x 10° /I). Vzorek tkané v uchovavacim roztoku.

Déti adekvatné mensi objem - min. 0,5 ml (pfi poGtu leukocyt nad 1,5 x 10° /1) nebo 1 ml ( pfi poctu
leukocytt < 1,5 x 10° /1).

1.2 JAK2 Val617Phe mutace

Metoda: AS-PCR, Real-Time PCR (konfirmacni vySetfeni)
Odbér vzorku prijemce: nesrazliva krev (EDTA, citrat sodny, ACD-A), minimalni objem 5 ml (- pfi
poétu leukocytt nad 1,5 x 10° /I) nebo 7 ml ( pfi po¢tu leukocytd < 1,5 x 10° /1).

1.3 Typizace HLA antigenu I. tfidy

Metoda: sérologické uréeni HLA antigenl I. tfidy metodou lymfocytotoxického testu.

Odbér vzorku:

nesrazliva krev (EDTA, Na heparin, ACD-A), minimalni objem 5 ml (- pfi po¢tu leukocytt nad 3,0x10°
/1) nebo 7 ml (pfi poctu leukocytu 2,0x10° /1).

déti adekvatné mensi objem - min. 2,5 ml (pfi poctu leukocytt nad 3,0x10° /I) nebo 5 ml (pfi poctu
leukocytd 2,0x10° /1)

K uréeni HLA antigent je nutné dostate¢né mnozstvi lymfocytt v krvi (min.2 x 10%I leukocytu), pfi
niz&im poétu leukocyttl (0,5-2 x 10%1) je moZné se o typizaci pokusit z vét$iho nabéru krve — 20-30 ml.
Ihned po odbéru je tfeba krev ve zkumavce opakovanym pfevracenim promisit, aby nedoslo ke
srazeni.

1.4  Aktualni cross-match (ACM)

Metoda: lymfocytotoxicky test

VySetfeni HLA protilatek (komplement dependentnich) mezi lymfocyty darce ledviny (kadaverézni/
Zijici) nebo darce trombocytll a sérem/plazmou pfijemce (organu nebo trombokoncentratu), tj. uréeni
darcovsky specifickych protilatek.

Odbér vzorku prijemce: nesrazliva (EDTA a srazliva krev, objem 5 - 10ml, eventualné sérum min.
mnozstvi 2 ml; déti adekvatni objem dle véku, min. vSak 2,4ml, eventualné sérum min. mnozstvi 1 ml.

Odbér vzorku darce: nesrazliva (EDTA) krev, objem 5 - 10ml. Vzorek tkané v uchovavacim
roztoku.

1.5 Panel reaktivnich protilatek (PRA)

Metoda: lymfocytotoxicky test

Vysetfeni HLA protilatek (komplement dependentnich) s panelem 50-60 bunék o znamém HLA
fenotypu, uréeni specifity.

Odbér vzorku: srazliva krev, objem 5 - 10ml, eventualné sérum min. mnozstvi 5 ml.
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1.6  VysSetreni protilatek proti leukocytim

Metoda: lymfocytotoxicky test, granulocytarni aglutinaéni test, granulocytarni imunofluorescenéni test,
— vySetfeni aloimunnich protilatek v séru/plazmé.

Odbér vzorku: nesrazliva (EDTA) nebo srazliva krev, objem 5 - 10ml, eventualné sérum min.
mnozstvi 2 ml; déti adekvatni objem dle véku, min. v§ak 2,4 ml, eventualné sérum min. mnozstvi 1
ml.

1.7  VysSetreni protilatek proti trombocytim

Metoda: ELISA a DIFT (desti¢kovy imunofluorescencni test) — vySetieni aloimunnich protilatek

v séru/plazmé.

MAIPA, xMAP-Luminex (komer&ni kity) — vySetfeni auto a aloimunnich protilatek.

Odbér vzorku: pro vySetfeni autoprotilatek - nesrazliva krev (EDTA), minimalni objem 10 ml,
doporuéeny objem 20 ml pFi poétu trombocytii pod 50x10° / | a souc¢asné srazliva krev, objem 5 -
10ml, eventualné sérum min. mnozstvi 2 ml; déti adekvatni objem dle véku, min. vSak 2,4 ml,
eventualné sérum min. mnozstvi 1 ml. Pro vySetfeni aloprotilatek - srazliva krev, objem 5 —10 mi,
eventualné sérum min. mnozstvi 2 ml; déti adekvatni objem dle véku, min. vSak 2,4 ml, eventualné
sérum min. mnozstvi 1 ml.

1.8  Vysetreni a identifikace anti-HLA protilatek (PRA, xMAP - Luminex)

Metoda: méreni fluorescenéni intenzity vzorku na platformé LUMINEX.
Odbér vzorku: srazliva krev doporuceny objem 10 ml, eventualné sérum minimalni mnozstvi 5 ml.

1.9 Vysetreni funkcni aktivity, antigenu a protilatek metaloproteazy ADAMTS13)

Metoda: ELISA

Odbér vzorku: nesrazliva (citrat sodny), objem 5 — 10 ml (min. 2,9 ml), eventualné citratovou
plazmu (PPP) zamrazenou min. 1 ml, ktera byla zcentrifugovana a zamrazena podminky viz nize;
déti adekvatni objem dle véku, min. vSak 2,5 ml, eventualné citratovou plazmu (PPP) zamrazenou
min. 0,5 ml, ktera byla zcentrifugovana a zamrazena podminky viz nize.

Kazda zkumavka musi byt nalezité oznacena identifikaénimi udaji vySetfované
osoby.

2 Dodani vzorki

2.1 Uchovani a preprava

Transport primarnich vzorkd z lGzkovych/ ambulantnich oddéleni FNO zajistuje potrubni posta,
pfipadné pracovnici donaskové sluzby, ktefi material spolu s Zadankami pfenaseji ve stojancich
vloZenych v termota8ce nebo termoboxech.

Potrubni postou mohou byt za stanovenych podminek (teplota 18-25°C) zasilany vzorky srazlivé,
nesrazlivé krve a vzorky tkané na v8echna vySe uvedena vySetieni.

Pfi poZzadavku na vysetfeni JAK2 V617F mutace je optimalni doruéit vzorek co nejdfive od odbéru,
v pfipadé rychlého dodani Ize transportovat pfi teploté 18-25°C), v pfipadé déle trvajiciho transportu
(> 8 hodin) je nutné vzorky transportovat pfi 2-8°C; vzorky je nutné dorucit do 48 hod.

PFi pozadavku na vySetfeni aktivity, antigenu a protilatek (inhibitoru) proteazy ADAMTS13 je nutné
vzorky nesrazlivé krve v 3,2% citratu sodném (0,109M) dodat do 2 hodin od odbéru pouze pfi teploté
18-25°C (tyto vzorky nesmi byt chlazeny ani zamrazeny). V pfipadé, ze neni mozné rychlé dodani
vzorkd nesrazlivé krve, Ize zaslat pouze zamrazenou (bezdestiCkovou) citratovou plazmu - PPP (1.
Centrifugace, pfi 18-20°C, 15 min. pfi 2000 ot/min. + 2. centrifugace plazmy 15 min. pfi 4000 ot/min., do
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2 hodin od odbéru) skladovanou pfi < 20°C, stafi vzorku plazmy nesmi pfesahnout 14 dn(; citratovou
plazmu je nutné zaslat na suchém ledu tj. rozmrzlé respektive chlazené vzorky a sérum nejsou
akceptovany!

Vzorky srazlivé krve Ize transportovat pii pokojové teploté 18-25°C, pii doruceni do 24 hod. P
transportu delSim néZ 24 hod. vzorky chladit v chladicim boxu a dodat nejdéle do 48 hod.

U vzorkl séra/plazmy na vysetieni protilatek se doporucuje transport pfi 2-8°C s dodanim do 48
hodin, zamrazené vzorky séra/plazmy prepravujte uschované v suchém ledu nebo s namrazenymi
vloZzkami (stafi vzorku nesmi pfesahnout 1 mésic).

Vzorky nesrazlivé krve (EDTA, Na citrat, ACD) Ize transportovat pfi pokojové teploté (18-25°C)
maximalné do 24 hodin. Pokud transport probiha z objektivnich dlvodu déle nez 24 hod. nebo za
teploty vySsi nez 25°C, je nutné primarni vzorky zaslat v chladicim boxu, nebo v boxu s chladicimi
vlozkami (dorucit max. do 48 hod. od odbéru). Vzorky lze uchovavat max. 3 dny pfi 2-8°C pred
dorucenim.

PFi pozadavku na vySetieni volnych a vazanych (auto)protilatek proti trombocytim (MAIPA) musi
byt nabéry dodany v den odbéru nejpozdéji do 14.00 hod. (preanalyticka pfiprava vzorku).

2.2 Zadanky

Ke kazdému vzorku/-Um vySetfované osoby je tfeba dodat fadné vypinénou zadanku, v niz musi byt
nalezité identifikovan lékar indikujici vySetfeni, v€etné adresy zadatele a jeho telefonniho spojeni, dale
musi obsahovat jednoznacnou identifikaci vySetfované osoby /pacienta, v€etné Ccisla zdravotni
pojistovny, kédu diagndzy a udaj o datu a ¢asu odbéru krevniho vzorku.

Laboratofe KC pfijimaji primarni vzorky spravné odebrané, nepotfisnéné, v neposkozeném obalu
oznacené identifikacnimi udaji vySetfované osoby v souladu s Udaji na spravné vyplnéné zadance.

3 Doba odezvy

Laboratof ma stanoveny €as od pfijmu vzorku do odeslani vysledku takto:

HLA genotypizace, genotypizace Kel, Kidd, Duffy, RhD, ABO — 7 dnu, HLA genotypizace do 8h
(statim)

Narkolepsie, celiakie, HLA-B*27— 7 dnu

FV Leiden, Protrombin, MTHFR a PAI-1, JAK2 mutace — 10 dn(

HLA sérotypizace — 4 dny

ACM - 5 hodin( statim), 8 hodin (rutina)

Protilatky proti leukocytim a trombocytdm — 9 dni

Vysetfeni a identifikace HLA protilatek (PRA) — 30 dnu

MAIPA, x-MAP-Luminex ( komer¢ni) — 30 dni

XMAP-Luminex — 30 dnu / urgentni vySetfeni dle telefonického pozadavku do 48 hod.
ADAMTS13 — 7 dnud/ urgentni vySetfeni dle telefonického pozadavku do 24 hod.
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