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Platnost: platí pro práci v operačních místnostech 29 a 41.

Tento dokument řídí a upravuje chirurgické zákroky na živých zvířatech, manipulaci s vybavením operačních místností a odpovědnost jednotlivých pracovníků.

Účel: Tento protokol slouží k standardizaci operačních zákroků na živých zvířatech a pooperační péči.. Dále slouží k udržení wellfare laboratorních. zvířat.

Vztah k ostatním SOP: dosud neurčen.

Vztah k dalším dokumentům: projekty pokusů, provozní řád FgÚ, poplachová směrnice, pravidla bezpečnosti práce.

Místnosti: chirurgické výkony je možno provádět pouze v akreditovaných místnostech č. 29 a 41. Provádění těchto zákroků v jiných prostorech je zakázáno.
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Pracovníci:

Povinnosti experimentátora:

provádět chirurgické zákroky na živých zvířatech mohou pouze pracovníci proškolení dle § 17. Studenti pracují pouze pod dozorem vedoucího pokusu a školitele. Vedoucí pokusu i školitel zajistí proškolení studenta a jeho seznámení s tímto SOP, platnou legislativou a pravidly bezpečnosti práce při práci se zvířaty.

Za dodržování tohoto protokolu, proškolení personálu a studentů a jejich seznámení s tímto protokolem zodpovídá vedoucí projektu pokusů v jehož rámci jsou operace prováděny. Dohled nad prováděním operací a pokusů vykonává vedoucí projektu pokusů, jeho zástupce a vedení laboratoře. 

V případě opakovaného nebo hrubého porušení tohoto protokolu bude dotyčnému pracovníkovi zabráněno v provádění operací. 

Projekt pokusů:

Každý operační zákrok na zvířeti musí být součástí nějakého projektu pokusů. Provádět operace na zvířatech bez schváleného projektu pokusů je hrubým porušením pracovní kázně a zákona č. 246/1992 Sb., ve znění zákona č. 162/1993 Sb. na ochranu zvířat proti týrání a vyhlášky č. 207/2004 Sb. o chovu a využití pokusných zvířat.

Předoperační příprava:


▪ příprava zvířat – handling

Předpokladem úspěšného operačního zákroku je již preoperační příprava. V první řadě se jedná především o tzv. „handling“ čili přivyknutí zvířete na fyzický kontakt s experimentátorem. Zejména počáteční kontakt je pro laboratorní zvířata velice stresující a tento stres silně ovlivňuje chování zvířat. Proto by měl handling předcházet všem behaviorálním pokusům. Nejlépe ho provádíme tak, že zvíře opatrně uchopíme, přeneseme na nepromokavou plenu na klíně experimentátora a necháme zvíře 4-5 minut sedět v kontaktu s rukou experimentátora. Tuto proceduru opakujeme 3-5 dní. Zpočátku je vhodné použít ochranou rukavici proti pokousání. Před prvním kontaktem je rovněž možné nechat ruku v rukavici v přepravce se zvířetem a nechat ho ji očichat a prozkoumat. Potkani se zpravidla již po prvním handlingu chovají podstatně klidněji.

U myší handling příliš nefunguje a projevují známky zvýšené agitace při každém kontaktu. 

▪ příprava materiálu

Před operací je třeba sterilizovat operační nástroje, implantovaný materiál jako šroubky a kanyly a další potřeby používané při operaci jako vatové tampony, čistou roušku, která posléze poslouží jako sterilní pracovní/odkládací plocha, apod. Operační stůl musí být uklizený a očištěný pomocí Ajatinu, persterilu, 70% etanolu nebo Sava, stejně jako stereotaxický přístroj (na kovové součásti není Savo vhodné). Do autoklávu je dobré dát roušku pro odkládací plochu navrch autoklavovacího boxu, aby bylo možno ji nejprve rozprostřít na stole vedle stereotaxického aparátu a na ni potom vyskládat sterilní nástroje, implantáty, apod. (Autoklávování operačních potřeb je možné domluvit s pí Petrovou v umývárně skla v suterénu č. dveří 8 a odevzdat nejlépe den předem do 9:00.) Neautoklávovatelný materiál (plasty, elektrody) je možné dezinfikovat např. peroxidem nebo Septonexem.

▪ příprava zvířat - předoperační dieta a vážení 

Každé zvíře je třeba před operací zvážit, zejména při použití injekční anestezie, aby bylo možno přesně určit potřebnou dávku anestetika. Je též vhodné odejmout zvířatům potravu dvanáct hodin před operací k prevenci komplikací s distribucí a vstřebáváním anestetika. Voda musí být zvířatům k dispozici až do doby těsně před operací.
▪ příprava zvířat - včasné přinesení zvířat do místnosti

Boxy se zvířaty je vhodné přenést do místnosti, kde bude probíhat operace (nebo jiný zákrok)  minimálně 30 minut (lépe 1 hod)  před začátkem manipulace a po tuto dobu je ponechat v klidu přivyknout prostředí. 

Anestézie

▪ injekční

K injekční intraperitoneální anestézii nejčastěji používáme ketamin s xylazinem, nebo thiopental. Ketamine/xylazine podáváme v dávce 85 mg/kg ketamin a 10 mg/kg xylazine i.p. Thiopental používáme v dávce 50 mg/kg v kombinaci s xylazinem 6 mg/kg a atropinem 1.0 mg/kg. Začneme s nižší dávkou a v případě potřeby (přetrvávající citlivost) přidáváme menší dávky anestetika. Intraperitoneální pozici injekční jehly ověříme kontrolní aspirací do injekční stříkačky před vlastní injekcí.

▪ inhalační

K inhalační anestézii používáme izoflurane ve směsi s kyslíkem nejprve v 5% koncentraci (indukce, uspání) a po upnutí do stereotaxického přístroje postupně snižujeme koncentraci na 2%. Účinnost této anestézie záleží na toku a dostupnosti anestetického plynu u nozder zvířete a může tedy kolísat v závislosti na „utěsnění“ systému. Je nutno zvíře sledovat a v případě nepravidelného dýchání koncentraci snížit a objeví-li se známky bolestivosti, neprodleně ji zvýšit až k maximu 5%. Na této úrovni by však neměla být anestézie příliš dlouho, neboť může dojít ke smrti zvířete.

▪ pomocná farmaky

K prevenci bradykardie, bronchospazmu a bronchiální a slinné sekrece podáváme při anestézii atropin v dávce 0.2 mg/kg (potkan).
▪ tělesná teplota zvířat při anestézii
Součástí operační péče by mělo být udržování tělesné teploty zvířete pomocí tepelné izolace od podložky (silnější vrstva buničiny) anebo, zvláště v případě delších operací, elektrické podušky. Zde je však třeba předejít přehřátí zvířete (minimální výkon podušky a vrstva buničiny mezi poduškou a zvířetem), které je ještě nebezpečnější než podchlazení v podmínkách běžné pokojové teploty.

Příprava operačního pole

Operační pole je nutné vyholit, (v případě potřeby očistit) a vydezinfikovat. Operační pole je třeba zbavit srsti co nejlépe. Optimální je holicí strojek, ale lze použít i nůžky, jen je třeba ostříhat srst nakrátko a na dostatečně velké ploše. S dezinfekcí je lépe počkat po upnutí hlavy do stereotaxického aparátu a především po aplikaci ochranné vrstvy na oči zvířete.

Upnutí do stereotaxického aparátu

▪ správné upnutí

Používáme-li injekční anestézii, fixujeme hlavu nejprve v  transverzální (příčné) ose pomocí držáků v uších zvířete (earbars) a až následně v longitudinální (podélné) ose. V případě inhalační anestézie je třeba nejprve zajistit přísun anestetického plynu k nozdrám zvířete a potom terpve fixujeme hlavu v transverzální ose. Při správném upnutí musí hlava držet jemně ale pevně ve stereotaxickém aparátu a neměla by vyklouznout při žádné manipulaci. To nejlépe vyzkoušíme mírným tlakem na spodinu hlavy směrem nahoru a dopředu. Upnutí je poměrně náročné na zručnost a zkušenost a je nutné upnout hlavu správně, jinak budou stereotaxické koordináty nepřesné a hlava se může během oprace uvolnit. Tento krok je pro zvíře také dosti bolestivý, což se projeví, je-li anestézie příliš mělká. V takovém případě buď počkáme, zvýšíme koncentraci anestetického plynu anebo přidáme malou dávku injekčního anestetika. 

Dezinfekce

▪ ochrana očí zvířete při operaci
 Dezinfekci provedeme až po upnutí hlavy zvířete do stereotaxického aparátu a aplikaci ochranné vrstvy vazelíny nebo oční antiseptické masti na oči zvířete.
▪ dezinfekce operačního pole
 Operační pole a jeho přiměřeně velké okolí je třeba vydezinfikovat (tekutinou a tamponem) a nechat dezinfekci dostatečně dlouho působit. V nedepilovaném okolí dezinfekci vetřeme do srsti. V současnosti je k dispozici  septonex, ajatin nebo jodisol (výhledově snad i betadine/povidone a.j.). 

▪ pracovní oděv

Pracovník provádějící operace na živých zvířatech je povinen používat čistý pracovní oděv a obuv jako součást prevence infekce rány. 

Vlastní operace

▪ kontrola anestézie

Před započetím operace je nutné zkontrolovat, že zvíře nevnímá bolest, například štípnutím do špičky ocasu. V případě že zvíře reaguje, postupujeme jako při známkách bolestivosti při upínání do stereotaxického aparátu. Do rány je také možno aplikovat lokální anestetikum (prokainové řady) ke snížení citlivosti.

▪ kontrola polohy lebky

Po odhalení lebečních kostí pomocí stereotaxického přístroje u každého zvířete zkontrolujeme, zda je lebka zvířete v přístroji správně polohována. Většina stereotaxických atlasů (Paxinos and Watson) vychází z předpokladu, že bregma a lambda jsou v rovině! 
▪ chirurgické zákroky

Během celé operace používáme vždy chirurgické rukavice. Řez musí být hladký, protože členitý okraj rány zhoršuje hojení a tím zvyšuje riziko infekce, která nejen zhoršuje zdravotní stav zvířete, ale také výrazně ovlivní výsledek operace, odhojování implantátu apod. Ze stejného důvodu je třeba věnovat pozornost čistotě práce a předejít kontaminaci rány. Klíčová opatření jsou zejména důkladná dezinfekce před započetím operace, užití sterilních nástrojů, vrtáků, implantátů a rukavic, průběžná sterilizace rukavic a nástrojů v lázni 70% etanolu a důsledné odkládání nástrojů na sterilní pracovní plochu. Jako taková nejlépe poslouží rouška vysterilizovaná společně s operačními nástroji. Nástroje ukládáme pracovní částí směrem do středu plochy a rukojetí směrem k okraji. Vrtačku neautoklávujeme, ale otřeme ji roztokem 70% etanolu. Ruce v rukavicích často oplachujeme v lázni 70% etanolu, zejména po kontaktu s nesterilními povrchy.
▪ zastavení krvácení

Krvácení z rány během operace stavíme několika způsoby. Mírné krvácení dobře zastavuje peroxid vodíku. Nejúčinnější je kauterizace vysokou teplotou. Nelze-li použít, například při krvácení z žilního splavu pod vyvrtaným otvorem v lebce, přitiskneme na krvácející otvor sterilní vatový tampon na špejli a držíme tak dlouho, dokud krvácení neustane. Krvácivost lze také zmírnit lokální aplikací adrenalinu do rány nebo studeným (ledovým) fyziologickým roztokem. Krvácení z otvoru v lebce je také možno zastavit pomocí sterilního šroubku zašroubovaného do otvoru. Na krvácející ránu je též možno aplikovat Gelaspon.
▪ šití nebo zalití

Používáme-li k fixaci implantátu zubařský cement, dbáme na to, aby byl implantát úhledně zformovaný a neměl žádné ostré hrany a vyčnívající špičky, které by mohly zvířeti způsobovat bolest popř. další zranění. Po skončení operace ránu zašijeme sterilními stehy. V případě implantátů fixovaných zubařským cementem je možné měkké tkáně v operačním prostoru zcela odstranit (odstřihnout) a prostor rány okolo implantátu celý vyplnit zubařským cementem, není-li rána příliš velká. Cement se pevně spojí s okraji rány, minimalizuje tak cestu infekci a nehrozí přerůstání implantátu kůží, jako v případě sešívání okrajů rány kolem implantátu.
▪ pooperační revize a hygiena rány
Sešitou ránu zkontrolujeme, očistíme od zbytků krve, cementu, buničiny apod. a ošetříme povrchovým antibiotikem (Framykoin). Antibiotika je též možno aplikovat systematicky (perioperačně). 

Pooperační péče
▪ dýchání a teplota

Po skončení operace zvíře vyjmeme ze stereotaxického aparátu a necháme jej zotavit v čisté přepravce na vrstvě buničiny (piliny nejsou vhodné, hrozí vdechnutí a zadušení). Než zvíře nabere opět vědomí, je třeba dbát o jeho tělesnou teplotu, například pomocí elektrické podušky či přikrytí buničinou.
▪ analgézie

Pooperační analgetika aplikujeme buď injekčně (pokud taková máme) v průběhu zotavování z anestézie anebo je podáme pomocí 1 ml stříkačky (perorální), když se zvíře zotaví natolik, aby mohlo polykat. Další 2-3 dny po operaci můžeme přidávat perorální analgetika (nurofen) do pitné vody zvířete. V případě použití perorálních analgetik i těsně po operaci je třeba zvolit jinou příchuť než k analgézi v dalších dnech, neboť hrozí vyvinutí chuťové averze a snížení příjmu vody, které může negativně ovlivnit pooperační rekonvalescenci. 
▪ ustájení

Zvířata po operaci neumisťujeme do přepravky s neoperovaným zvířetem ale pouze s jiným operovaným zvířetem nebo individuálně, podle potřeb pokusu a druhu implantátu. 

Úklid
Po skončení každého operačního dne je třeba nástroje pečlivě umýt vodou, mýdlem a starým zubním kartáčkem. Zaschlá krev v čelistech pinzet, v kloubu nůžek apod. je nejenom nechutná, ale také poškozuje nástroje. Roušku, která sloužila jako sterilní plocha je též třeba vyprat, vysušit a uložit pro další použití.
Rovněž je nutné očistit a uklidit stereotaxický přístroj a pracovní stůl. 
Pracoviště musí být po použití uvedeno do původního stavu.

Kontrola stavu dříve operovaných zvířat

Zdravotní stav operovaných zvířat kontrolujeme denně 2-3 dny po operaci. V případě komplikací jako je rozrušení stehů, krvácení nebo zanícení rány buď zvíře opět uspíme a ránu opravíme, není-li to možné, zvíře vyřadíme z pokusu a usmrtíme.

Histologická kontrola

Každý pokus, jehož součástí je stereotaxická implantace kanyl, elektrod nebo injekce toxinu při permanentních lézích, vyžaduje zpětnou histologickou kontrolu umístění kanyl nebo elektrod, popřípadě rozsahu léze. Bez této kontroly jsou data získaná v pokusu obtížně publikovatelná a tedy téměř bezcenná a proto je velice důležité po skončení těchto pokusů mozky zvířat uchovat a podrobit histologické kontrole.

Kontrola

Tento SOP je závazný pro všechny pracovníky a studenty odd. 32.
Porušení bude považováno za hrubé porušení pracovní kázně.

Kontrolu provádění: 

RNDr. Karel Valeš, PhD., v nepřítomnosti RNDr. Štěpán Kubík, PhD.
Standardní operační postupy (SOP) jsou interními dokumenty laboratoře 32. FgÚ AV v.v.i. Slouží k standardizaci experimentálních činností, manipulace s laboratorními zvířaty, chemikáliemi, farmaky, laboratorními a měřícími přístroji a aparaturami.�Cílem je sjednotit úroveň práce, hodnocení výsledků, validace metod i publikační aktivity.








PAGE  
2

