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2. МЕТОДИКА ОПРЕДЕЛЕНИЯ ГЕМОЛИТИЧЕСКОГО 
ДЕЙСТВИЯ ПОЛИМЕРНЫХ МАТЕРИАЛОВ И 
ИЗДЕЛИЙ «ИН ВИТРО»

2.1. П Р И Н Ц И П  М ЕТ О Д А  — О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  Г Е М О Л И Т И Ч Е С К О Г О
Д Е Й С Т В И Я  В Ы Т Я Ж К И  И З П О Л И М ЕР А  ПО 100%  Г Е М О Л И ЗУ

2.2. П Р И Г О Т О В Л Е Н И Е  В Ы Т Я Ж Е К . В Ы Т Я Ж К И  ГО Т О В Я Т  
В С О О Т В Е Т С Т В И И  С М Е Т О Д И Ч ЕС К О Й  И Н О РМ А ТИ ВН О Й

Д О К У М Е Н Т А Ц И Е Й  Д Л Я  К О Н К Р Е Т Н Ы Х  Г Р У П П  М А Т Е Р И А Л О В  
И И З Д Е Л И Й

2.3. П Р И Г О Т О В Л Е Н И Е  10% В З В Е С И  Э Р И Т Р О Ц И Т О В

Для приготовления взвеси эритроцитов может быть исполь- 
зована эритроцитная масса или цитратная кровь, заготовленная 
на 3,9% растворе цитрата натрия в соотношении 1 :9. Срок: 
хранения цитратной крови (эритроцитарной массы) 72 ч прц 
4 - 4°  С. Кровь (эритроцитарную массу) 5 мл центрифугировать 
10 мин при 900 об/мин. Надосадочную жидкость отделить. 
К осадку добавить 8 мл стерильного 0,9% раствора хлористого- 
натрия. Содержимое взболтать и центрифугировать 10 мин при 
900 g. Надосадочную жидкость отделить.

Эта операция (отмывание клеток) повторяется два раза. 
После отмывания надосадочная жидкость должна быть прозрач
на, бесцветна, не иметь следов гемолиза. Если надосадочная 
жидкость не отвечает указанным требованиям, эритроциты не 
могут быть использованы для приготовления взвеси эритроци
тов.

Для получения 10% взвеси эритроцитов 1 мл осадка клеток 
смешивают с 9 мл 0,9% раствора хлористого натрия. Получен
ную взвесь эритроцитов можно хранить не более 24 часов в хо
лодильнике при температуре от —4 до —6° С.

2.4. П Р И Г О Т О В Л Е Н И Е  П РО Б : К О Н Т Р О Л Ь Н О Й  И СО 100%  ГЕМ О Л И ЗО М ;

2.4.1. Контрольная проба: 0,5 мл 10% взвеси эритроцитов и 
5 мл 0,9% раствора хлористого натрия.

2.4.2. Проба со 100% гемолизом (0,5 мл 10% взвеси эритро
цитов и 5 мл дистиллированной воды). Происходит полное раз
рушение эритроцитов, что соответствует 100% гемолизу.

2.4.3. Контрольная проба и проба со 100% гемолизом гото
вится для каждого образца эрипроцитной взвеси, 
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2.5. ХОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ

До определения гемолитического действия к вытяжке (при
готовленной на дистиллированной воде) необходимо добавить 
хлористый натрий из расчета 9 мг на 1 мл вытяжки для превра
щения дистиллированной воды в изотонический раствор для 
крови.

В 3 пробирки разлить по 0,5 мл 10% взвеси эритроцитов. 
К 0,5 мл 10% взвеси эритроцитов в каждую пробирку добавить 
по 5 мл вытяжки, в которую предварительно добавлен хлори
стый натрий до 0,9% раствора. Смесь поставить в термостат на 
1 час при температуре 37° С, затем отцентрифугировать в тече
ние 20 мин при 2000 об/мин.

Все манипуляции по отношению к контролю и пробе со 
100% гемолизом проводятся параллельно с опытными пробами, 
как описано выше. Надосадочную жидкость отделить для про
ведения измерений оптической плотности.

2.6. ОПТИЧЕСКИЕ ИЗМЕРЕНИЯ

Опытные, контрольную пробу и пробу со 100% гемолизом 
измеряют на фотоэлектроколориметре (ФЭК-60, КФ К) при дли
не волны 540 нм против «холостой» пробы (вода), Толщина кю
веты 1 см. Результаты регистрируются по оптической плотности.

2.7. РАСЧЕТ % ГЕМОЛИЗА ПРОИЗВОДИТСЯ ПО ФОРМУЛЕ:

% гемолиза — ~  о п '  ~  Ек ■ 100,
Е,оо

где Е on. — оптическая плотность опытной пробы;
Ек — оптическая плотность контрольной пробы;
Е 100— оптическая плотность воды со взвесью эритроцитов 

100% гемолиз.
Например: Е„„. — 0,015

Ек,—0,01, % гемолиза =  —1 1 — -100 =  0,5
Е м о -1 ,0 . 1.0

П р и м е ч а н и я :
1. Если оптическая плотность контрольной пробы (10% эрит- 

роиитная взвесь с 0,9% раствором хлористого натрия) составляет 
0,03 и более, результаты всего опыта недостоверны и не 
учитываются.

2. Оптическая плотность раствора со 100% гемолизом долж
на быть не менее 0,8 и не более I. В случае отклонения от ука
занных пределов опыт следует повторить с вновь приготовленной 
эритроцитной взвесью.

3. Если шкала фотоэлектроколориметра от 0 до 1,0, а опти
ческая плотность более 1, то необходимо раствор развести в 
2 раза, затем определить оптическую плотность и увеличить ее 
еще в 2 раза.
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4. При проведении научных исследований для обеспечения 
статистической достоверности результатов необходимо опыты 
ставить не менее чем на 5 образцах крови.

2.8. ОЦЕНКА РЕЗУЛЬТАТОВ

Испытуемое изделие свободно от гемолитически действую
щих веществ, если % гемолиза во всех трех пробах менее 2.

Если процент гемолиза одной пробы более 2, то опыт сле
дует повторить. При получении такого ж е результата вы тяж ка 
считается гемолитически активной, и дальнейшие, испытания не 
проводятся.

В случае отсутствия гемолитического действия проводятся 
дальнейш ие токсикологические испытания.
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