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1. Ukel

Ugelem SOP je stanoveni postupu pii hodnoceni trombdzy in vitro u biologického hodnoceni

zdravotnickych prostiedkd zahrnujicich zkousky na interakce s krvi v souladu s normou CSN EN ISO
10993-4.

2. Definice, zkratky

Hematologie — studium krve, jehoz soucasti je kvantitativni stanoveni bunécnych a plazmatickych
slozek krve

Antikoagulans — ¢inidlo, které brani nebo oddaluje koagulaci krve (heparin, EDTA, citrat ~ Sodny)
Hemokompatibilni — snaSenlivy s krvi: zdravotnicky prostiedek nebo materidl zdravotnického
prostiedku, ktery je schopen piichazet do styku s krvi aniz by zpusobil jakékoli znatelné klinicky
vyznamné nepiiznivé reakce, jako je tromboza, hemolyza, aktivace desti¢ek, leukocyti a
komplementu a nebo jinou s krvi souvisejici neptiznivou udalost

Plnda krev — nefrakcionovana krev odebrana od lidského darce

ZP — zdravotnicky prostiedek

PK — pozitivni kontrola

NK — negativni kontrola

KO — krevni obraz

WBC — celkovy pocet leukocytii

RBC — celkovy pocet erytrocytl

HGB — hemoglobin

HCT — hematokrit

MCV - stfedni objev erytrocytl

MCH - stfedni objemem erytrocytu

MCHC - stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu

PLT - pocet trombocytl

Ly — lymfocyty

Mo — monocyty

Gr — granulocyty

MPV — stfedni objem trombocytl

PCT - destickovy hematokrit

PDW - site distribuce trombocytt
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3. Textova ¢ast

Text tohoto SOP byl vypracovan v souladu s normou:

- CSN EN ISO 10993-4 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkt — Cast 4: Vybér zkousek
na interakce s krvi, Prosinec 2017

3.1. Princip metody

V prvni fazi testovani - faze expozice, je zdravotnicky prostfedek vystaven interakei s krvi za definovanych
podminek. Jako testovaci systém se poZiva krev od dobrovolnych darchi oSetfend antikoagulantem.
Expozice krve zdravotnickému prostiedku se provadi v Chandlerové smycce, ktera simuluje fyziologicky
krevni tok.

Po fazi expozice nasleduje zméfeni jednotlivych pozadovanych parametri. Hodnocené parametry — viz
Popis metody.

3.2. Popis metody

Celkovy krevni obraz poskytuje informace o vlivu interakci zdravotnického prostiedku s tvofenymi
krevnimi elementy. Pocty leukocytti pted a po puisobeni zdravotnického prostiedku jsou dilezité pro odhad
ztraty leukocytl zachycenych pii tvorbé trombu.

Metody méreni
Celkovy krevni obraz a pocet leukocyti se stanovuje pomoci hematologického analyzatoru.

3.3. Provedeni zkouSky
Pti zkousce se provadi méfeni a hodnoceni:
- krve exponované zdravotnickym prostiedkem
- samotné krve bez ovlivnéni zdravotnickym prostiedkem — negativni kontrola

- krve exponované materidlem, ktery zpisobuje zndmé zmény hodnocenych parametra - pozitivni
kontrola

Exponovanou krev, pozitivni a negativni kontroly testujeme v duplikatech

Kontroly
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Negativni kontrola — jako negativni kontrola slouzi BPT hadic¢ky naplnéné krvi o délce 30 cm a priméru
4,80 mm bez piidaného zdravotnického prostiedku.

Pozitivni kontrola — jako pozitivni kontrola slouzi hadi¢ky z ¢erné gumy naplnéné krvi o pruméru 4,80
mm a délce 30 cm, nebo BPT hadicky naplnéné borosilikatovymi sklenénymi kulickami bez ptidaného
zdravotnického prostiedku.

e 3.3.1. Odbér krve

Pro in vitro testovani hemokompatibility se vyuziva lidska krev dobrovolnych zdravych darcd. Darci jsou
pred odbérem seznameni s ucelem vyuziti darované krve a podepisi informovany souhlas dobrovolného
darce s odbérem periferni krve pro védecké (vyzkumné) tcely. Odbér probihda vzdy rano na la¢no
Vv prostorach laboratoie VUOS odbérovou zdravotni sestrou. Odbér zilni krve probiha pii poloze v sedé
z paze darce. Misto vpichu je tésné pied odbérem dezinfikovano. Zatazeni paze by nemélo trvat déle nez
jednu minutu. Po nabodnuti Zily je nutné turniket z paze sundat a vyhnout se pumpovani paze.

Krev je odebirana vakuovym systémem do zkumavek VACUETTE bez ptisad. Objem jedné zkumavky je
4 ml a jednomu darci je odebrano celkem Sest zkumavek. Pii pouziti vakuovych systémia se vlozi vhodna
jehla do drzaku, palcem pod mistem odbéru se stabilizuje poloha Zily, provede se venepunkce a poté se
postupné nasazuji zkumavky. Vakuova zkumavka se nesmi nasadit na vnitini jehlu drzaku pied venepunkci,
protoze by se vakuum ve zkumavce narusilo. Jakmile krev zaéne pomoci vakua vtékat do zkumavky, 1ze
odstranit turniket. Vakuum ve zkumavce zajisti pfimétené naplnéni zkumavky na pozadovany objem.
Ihned po odbéru je do kazdé zkumavky aplikovan heparin v celkovém poméru 1,7 IU/ml. Tedy 1,36 ul
zasobniho injek¢éniho roztoku 5000 1U/ml do 4 ml krve. Krev je s antikoagulantem promichana pomoci
jemného opakovaného ptrevraceni zkumavek.

o 3.3.2. Expozice krve testovanému zdravotnickému prostiedku

Expozice probiha v systému Chandlerovy smycky, ktera je slozena z vodni lazné a rotoru s drzakem na
hadicky. Pouzivaji se hadicky, které jsou komeréné vyrabéné.

Vodni lazen se naplni vodou tak, aby hladina dosahovala prostfedniho Sroubu drzaku hadicek. Termostat
se nastavi na 37 °C a zapne se ohtev. K zahajeni ohfevu je nutna dostate¢na hladina vody a pfipojeny rotor
k vodni lazni. Pti ohfevu se doporucuje zapnout rotor, aby se usnadnilo promichani ohfaté vody. Nechame
ustalit teplotu a vlozime vzorky k testovani.

Testovany sterilni zdravotnicky material umistime do BPT hadic¢ek o vnitinim priméru 4,80 mm a délce
30 cm. Hadicku piedtim proplachneme fyziologickym roztokem (0,9% NaCl). Velikost zdravotnického
prostiedku by méla odpovidat 3 — 6 cm? na 1 ml krve. Jako negativni kontrola slouzi tytéz BPT haditky o
stejné délce a prameéru bez pridaného zdravotnického prostiedku. Pozitivni kontrolu tvoii hadic¢ky z ¢erné
gumy o priméru 4,80 mm a délce 30 cm, nebo BPT hadicky naplnéné borosilikatovymi sklenénymi
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kuli¢kami. Kontrolni hadi¢ky také proplachneme fyziologickym roztokem pied naplnénim krvi. VSechny
vzorky testujeme v duplikatech, tedy 2 x BPT hadicka se vzorkem, 2x NK, 2x PK na jednoho darce krve.
Takto pfipravené hadicky naplnime krvi. Krev pted aplikaci promichdme pievracenim zkumavek. Do kazdé
hadi¢ky nasajeme pomoci podtlaku obsah jedné odbérové zkumavky. Podtlak vytvoiime tak, ze jeden
konec hadicky vlozime do zkumavky s krvi a na druhy konec umistime 10 ml injek¢ni stiikacku a pomalu
tahneme pist do takové pozice, dokud se hadic¢ka nenaplni krvi. Naplnéné hadi¢ky spojime do kruhu pomoci
2 cm dlouhych spojovacich hadicek 0 vétsim praméru (MPH 9 x 11,4 mm).

NaplInéné hadicky uzaviené do kruhu ptipevnime pomoci klipti do drzaku Chandlerovy smycky a zapneme
rotaci na 15 RPM. Nechame rotovat 30 minut pfi teploté vody 37 °C. Po skonéeni expozice sundame
hadicky z pfistroje a vypustime krev do uzaviratelnych 2 ml zkumavek.

o 3.3.3. Zpracovani krve a méreni
Pro méfeni zakladnich parametrii krevniho obrazu se krev po odebrani z Chandlerovy smycky jiz nijak
nezpracovava a po fazi expozice je co nejrychleji provedeno méteni na hematologickém analyzatoru MEK-
6500 Celltac Alpha, Nihon Kohden, Japonsko, obsluha viz SOP ¢. 126.
Po zméfeni se vysledek zobrazi na monitoru. Vysledky jsou vzdy hned po méfeni vytisknuty. Vytisk
s vysledky se vlepi na formulaf méfeni na hematologickém analyzatoru viz piiloha ¢.1

e 3.3.4. Podminky zkousky

Faze expozice
Teplota: 37+2°C
Délka expozice: 30 min

Zpracovani Krve
Teplota: laboratorni

o 3.3.5. Pristroje a zarizeni
— Chandlerova smy¢ka (vodni lazen s teplotou 37 °C)
— odbérové zkumavky VACUETTE bez ptisad
— BPT hadicky
— hadicky z ¢erné gumy
— 2 ml zkumavky

— termostat
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— hematologicky analyzator
— obvykl¢ laboratorni vybaveni

3.4. Mérené parametry

Celkovy Krevni obraz:

o Erytrocyty (Cervené krvinky)
RBC (red blood cells) — pocet erytrocytii, obvykle v jednotce 10*%/I

HGB — hemoglobin, obvykle v jednotce g/l

HCT — hematokrit,

MCYV (mean corpuscular volume) — stiedni objem erytrocytu, obvykle v jednotce femtolitr (fl)

MCH (mean corpuscular hemoglobin) — stfedni mnozstvi hemoglobinu v erytrocytu, obvykle v jednotce
pikogram (pg), vypocitava se na zaklad¢ vztahu MCH = HGB/RBC

MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration) — stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu,
obvykle v jednotce g/, vypocitava se na zaklad¢ vztahu MCHC = HGB/HCT

o Leukocyty (bilé krvinky)
WBC (white blood cells) — pocet leukocytil, obvykle v jednotce10%/I

Ly% — lymfocyty relativné
Ly# — lymfocyty absolutné
Mo0% — monocyty relativné
Mo# — monocyty absolutné
Gr% — granulocyty relativné
Gr# — granulocyty absolutné

o Trombocyty (krevni desticky)
PLT (platelet) — pocet trombocytil, obvykle v jednotce 10%I

MPV (mean platelet volume) — stiedni objem trombocytt, obvykle v jednotce femtolitr

PCT (platelet hematocrit) — destickovy hematokrit, v jednotce ml/l nebo jako bezrozmérné ¢islo
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PDW (platelet distribution width) — site distribuce trombocyti, v jednotce fl nebo v procentech

Kritéria akceptovatelnosti experimentu

e Vysledné hodnoty krevniho obrazu u negativni kontroly by se mély pohybovat ve fyziologickém
rozmezi

e Vysledky stanoveného mnozstvi leukocytti jsou u negativni kontroly > 20 % v porovnani
s vysledky pozitivni kontroly (NK > 20%PK)

Pokud nejsou splnéna tato kritéria, musi se experiment zopakovat.

3.5. Hodnoceni vysledki méreni

Krevni obraz
Vysledné hodnoty krevniho obrazu (KO) po expozici jsou u exponované krve porovnany s negativni
kontrolou. Pro statistické hodnoceni bude pouzit software Statgraphic ® Centurion (version XVI1I, USA).

Aktivace leukocytt

Aktivace leukocytli je hodnocena na zaklad¢ analyzy poctu bilych krvinek, tedy na zékladé hodnoty WBC
ziskané pomoci hematologického analyzatoru. SniZzeni hodnoty WBC signalizuje aktivaci leukocytu,
ptipadné jejich adhezi na povrchu testovaného ZP. V obou ptipadech se jedna o negativni vliv materialu na
krev. Rozdily v poctu bilych krvinek mezi exponovanou a kontrolni krvi se budou hodnotit statisticky.

3.6. Zavérecna zprava

Obsahuje minimdlné nasledujici informace:
- popis zdravotnického prostiedku
- pomgr velikosti zdravotnického prostredku k objemu krve (expoziéni pomér)
- popis odbéru krve
- pouzity antikoagulant
- pouzité pristroje
- namétené vysledky
- hodnoceni vysledku

4. Literatura

Strana 7 /8

Technologicka Evropskd 1692/37, 160 00 Praha 6
agentura +420 234 611 1M1
Ceské republiky info@tacrcz, wwwitacrcz



T A
C R

CSN EN ISO 10993-4 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki — Cast 4: Vybér zkousek
na interakce s krvi, Prosinec 2017
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