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1 Souhrn

Kontaminace zdravotnickych daeni cytotoxickymi léivy (CL) a souvisejici profesni
expozice zdravotnickych pracoviikalenénych do pée o onkologické pacienty iijprava
CL, aplikace CL, p& o pacienty, ki@ jsou po chemoterapii) je znamym negativnim
aspektem pouzivanédhto I&€iv v rdmci chemoterapie nddorovych onemdn Diky svym
nezadoucim vlastnostem se @di mezi nejvyznan#si zastupce tzv. nebezjmgch I&€iv a
jejich pouzivani je vazano na zvlastni provoznimeg vysokymi naroky na zaji8ti ochrany
zdravi zdravotnického personalii praci. Navzdory vSem dosudijptym bezpénostnim
opatenim vSak uniku CL do pracovniho pi@sti nelze zabranit, a proto problém profesni
expozici nemocrnich pracovnil CL zistava stale aktualni.

Za &elem hodnoceni bezfmosti prace na pracovistich s CL navrhujeme zaveést
pravidelny monitoring jejich kontaminace vybrany&iivem. S gihlédnutim k poznatkm o
distribuci CL v pracovnim prostdi by n&l byt tento monitoring zaloZzen na sledovani
kontaminace povrchu vybraného vybaveni pracdéviBla zaklad vysledki a zkuSenosti
ziskanych v pibéhu feSeni projektu CYTO (grant MSMT, NPVII - 2B061713vnhujeme
provadt pravidelny monitoring 2x za rok na vSech zaklatinhemocninich pracovistich
(nemocnéni l1ékarna, chemoterapeuticky stacibmalizkova oddleni). Ve vzorcich sta z
povrchi navrhujeme analyzovat obsah cyklofosfamidasfo uzivané CL s karcinogennimi
vlastnostmi, jeho vyskyt v pracovnim priasti je opakovahprokazovan, existuji metody pro
jeho stanoveni).

Navrhovany monitoring poskytne vedoucim pracounik prakticky nastroj pro
hodnoceni bezgeaosti sveho pracovist ktery lze uplatnit najklad @i zafazovani
jednotlivych praci do kategorii. Pt@dové pracovniky iindSi monitoring moznost aktign
sledovat miru a vyvoj kontaminace pracovi§t také porovnat své vysledky s vysledky
ostatnich pracovi¥ monitorovanych na uzemCeské republiky. Zagstnavatelé budou
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schopni vyhodnocovat efektivnost vyuzivanych po&tapochrannych opiéni a posuzovat
vhodnost zavedeni dodatgch opaiteni. Z dlouhodobého hlediska tak vlastni monitoring
prispeje ke zvySeni bezgaosti prace ve zdravotnickychizzenich, kde se naklada s CL.

2 Uvod

2.1 Systém @ipravy a aplikace cytotoxickych I&iv v CR

Systém pipravy a aplikace CL vychazi z platné legislatiR. PoZadavky a
podminky pro pipravu sterilnich l&vych piipravki skupiny CL jsou dany vyhlasko&
84/2008 Sb., kterou se stanovi spravna lékarensk#ep Dle této vyhlasky musi byt
individualni giprava CL provagha v podtlakovych bezperostnich boxech s vertikalnim
laminarnim proughim umisénych v prostorach, které jsoucené speciakpro tento del a
které spihuji predepsané pozadavky tiatotu vzduchu v mistnosti. V praxi je tato podnank
feSena provashim pipravy CL vcistych prostordch specializovanych (nemdénich)
Iékaren disponujicich pibnym technickym Z#&enim. V souvislosti se zavedenim tohoto
pozadavku doslo k centralizacitipravy CL a Kk pesunu nejvice rizikovycheinnosti
souvisejicich s manipulaci s CL z jednotlivych neni¢nich oddleni do kontrolovanych
prostor nemocgni lékarny. Vstup a pohyb osob v prostorach pfipravu CL musi byt
zaznamenavan s cilem kontrolovat dobu stravenawibdymi pracovniky v kontrolovaném
pasmu. Za &elem zaji&ni cistoty prostedi a ochrany pracovnika je pobyt iigpavre CL
striktné¢ podmirgn pouzivanim vSech ipdepsanych osobnich ochrannych pracovnich
prostedki (pracovni kombinéza, jednordzové rukavice, roupkéryvka hlavy).

Aplikace CL je prové&ha jednak na akovych oddlenich a pedevsim pak
ambulantg na chemoterapeutickych stacidich. Transport CL mezi nemoc¢ni Iékarnou a
aplikatnim oddllenim musi probihat v uzgenych a narazu odolnych boxech, jejichz
pouzivanim se fedchazi moznym havariim a ufilk CL do prostedi. Aplikace CL
pacienfim je realizovana prastdnictvim infuze, bolusové injekce nebo ve fértablet.
Zdravotnici zajiujici aplikaci CL na od#&lenich mimo Iékarnu &&n¢ pouzivaji jako
ochranné porircky jednorazové rukavice.

2.2 Distribuce kontaminace na pracovisti

Stejre jako studie publikované v zahrani literatue tak i vyzkumy realizované v
ramciCR dokladajicastou pitomnost fiznych CL zejména na povrchu rozmanitého vybaveni
pracovi§ zaji¥ujicich gipravu a aplikacighto I&€iv. Pikogramy az nanogramy jednotlivych
cytostatik na crh byly nalezeny na podlahach, pracovnich pultechicioh, dveich,
telefonech a poitacovych klavesnicich [1-5], na pouzitych ochrannycikavicich, loznim
pradle pacierit, hygienickych z#&zenich [6-8] a také na obalechéilgch pripravka
odebiranych od vyrolic[9-11]. Ritomnost cytostatik v pracovnim ovzdusi byla v powmni
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s povrchovou kontaminaci pozorovana jen v malégtypptipadi a v nizkych koncentracich
&itajicich nejvice &kolik nanograni az mikrogram na nv [12-14].

K obdobny vysledikm dosgli i feSitelé projektu CYTO zabyvajici se profesni expiozi
CL na GzemiCeské republiky. Na modelovéntipadu pracovi$t Masarykova onkologickém
Ustavu byla na odtenich vyznaujicich se intenzivnim nakladanim s CL (nemoghi
Iékdrna a chemoterapeuticky stacin@ozorovanacastd povrchova kontaminace (viz.
tabulka 1) [15]. Kontaminace pracovniho ovzduSiabgbzorovana pouze ojedia. Nizké
hladiny par cyklofosfamidu (0,3 — 4,3 ngnbyly zji$tny na pracovisti chemoterapeutického
stacion&e. Ritomnost aerosélobsahujicich CL nebyla doloZzena na Zzadném ze \w&goh
nemocnénich pracovig [16].

Na zaklad informaci o distribuci zn@sténi pracovniho progdi a informaci o
fyzikalnich vlastnostech CL se v s@sné dob za nejvyznamgjSi typ gijmu povazuje
expozice dermalni [6, 13, 17]. V souvislosti s timgjiS&nim se vramci sledovani
kontaminace pracovniho préstii jevi nejvice opodstatnou analyza povrchové
kontaminace.

Hlavnimi zdroji kontaminace pracowsta potazmo i expozice CL jsourgulevSim
nasledujictinnosti:

1. Otewena manipulace s CL

- priprava CL — rozpouéhi, fedni a zejména pak transportido konkrétnich
aplikatnich forem

- vytlacovani vzduchu z injekiich stikatek s obsahem CL

- napou&ni infuznich set roztokem s obsahem CL

- odpojovani infuznich sétpo ukorteni aplikace a likvidace

- operace s oratnpodavanymi CL (tabletami)

- provacdni rekterych specialnich operativnich typplikace (nap
intraperitonealni podani CL)

2. Manipulace s kontaminovanym materialem
- obaly s nizkou kontaminaci (kraky a vialky HVLP)
- obaly s vysokou kontaminaci (Ckipravena v progedi bezp&nostniho boxu
pomoci tradini techniky vyuZivajici proiienos CL injekni stikacku a jehlu)
- manipulace s pacienty, jejich exkrgiyjoZnim pradlem
- manipulace s odpadem vznikajicitf priprav a aplikaci CL
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Tabulka 1: Sedni (medianové) hodnoty zjistych koncentraci cyklofosfamidu a platiny na
sledovanych plochach jednotlivych nemaerich odalenich (Udaje v zavorkach dwji
poner vzorki, u kterych byly hodnoty vyssi nez limit detekceOf), k celkovému p&tu
analyzovanych vzoi

Vzorek Platina Cyklofosfamid
ng / vzorek
Denni stacion&
Pracovni stl (30 x 30 cm) 33 (717) 21 (717)
Telefon, mys, inf. pumpa 21 (717) 53 (717)
Podlaha - staciofg30 x 30 cm) 480 (717) 650 (6/7)
Podlaha - toaleta (30 x 30 cm) 680 (7/7) 380 (7/7)
Lizkove oddleni
Pracovni stl (30 x 30 cm) <2527 <2527
Telefon, mys, klika <25 (1/7) <2,5(2/7)
Podlaha - sesterna (30 x 30 cm) 5,8 (717) <2B(2/
Podlaha na pokoji (30 x 30 cm) 36 (6/7) <2,5(1/7)
Nem. lékarna - sklad cytostatik
Pracovni stl (30 x 30 cm) <257 <2527
Telefon, mys, klika <25(0/7) <25(@3/7)
Podlaha (30 x 30 cm) <25 (1/3) < 2,5 (0/3)
Nem. lékarna - gripravna cytostatik
Pracovni sl (30 x 30 cm) 9,4 (717) 65 (7/7)
Telefon, klika 10 (7/7) 58 (717)
Podlaha (30 x 30 cm) 8,2 (717) 52 (6/7)
Izolator (30 x 30 cm) 60 (3/3) 1200 (3/3)
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3 Navrhovany systém sledovani kontaminace zdravotnigich zatizeni
cytotoxickymi Ié¢ivy

3.1 Cile monitoringu

Cilem navrhovaného monitoringu je zavedeni prawméled sledovani koncentraci CL
v prostedi jako nastroje pro ¢ieni miry kontaminace zdravotnickychtizani, ve kterych se
cytostatika pouzivaji. Provédi monitoringu umozni jednotlivym pracovistim kaitr
acinnosti bezpeénostnich opdéni pouzivanych pro omezovani Uniku CL do et
Informace o vySi kontaminace umozni planovanfignpani novych opdeni a uplatni se také
pii udrZzovani obe®ztnosti zdravotnického persondldi praci s CL. Mimoto kazdému
pracovisti poskytne moznost hodnoceni vyvoje sv@tdminace \ase a také srovnani svych
vysledlka s vysledky ostatnich monitorovanych prac6évi¥/ pripads poteby (nap. pri
vyskytu zdravotnich probléim pri zjiSteni zvySenych hladin CL aj.) Ize pouzivané analygick
metody vyuZzit i jako nastroj pro identifikadtigin problému (zdraj kontaminace).

Navrhovany monitoring poskytne prakticky nastrop pinéni naizeni viady 361/2007
Sh., které mimo jiné stanovuje z&stnavateli povinnost zavést vhodné analytické gmstu
pro meieni chemickych karcinogénv pracovnim progedi (810). Monitoring také umozni
naplnit zakon¢. 309/2006 Sb., vjehoz ramci je zé&stnavateli ustanovena povinnost
pravidelrt (a dale bez zbyteého odkladu vzdy, pokud dojde ke & podminek prace)
meétenim zji§ovat a kontrolovat hodnoty rizikovych fakfio(87), a také zakon. 262/2006
Sb. (Zakonik prace), kterym se mimo jiné ustanovzgestnavateli povinnost vytvat
bezpéné a zdravi neohrozujici pracovni piedi, soustavhvyhledavat nebezpeé cinitele
a vyhodnocovat rizika z nich plynouci (§102).

3.2 Zakladni charakterizace monitorinqu

Navrhovany systém monitoringu <sfped v pravidelném sledovani povrchové
kontaminace vSech usiekv jejichz rdmci dochézi k manipulaci s CL. V ramtandardniho
zdravotnického zdézeni se jednd o nemo¢ni Iékarnu, chemoterapeuticky stacibné
lazkova oddleni zaji¥ujici komplexni p& o pacienty s indikovanou chemoterapii. Zakladni
ramec monitoringu se opird o stanoveni vybraného(&yklofosfamidu) na witém patu
presreé definovanych mist s periodicitou 2-krat¢nd. Mezi standardh sledované povrchy
doporiujeme z#adit nasledujici odisova mista:

Nemocnéni lékarna — prostory pro manipulaci s nizce komawanym materialem
(ptijem, sklad, vstupni materialova propusippavny CL) - d¥ odkérova mista:

- plocha pracovniho stolu pr@igm CL od dodavatele

- podlaha ped timto stolem

Nemocnéni lékarna — prostory pro manipulaci s vysoce komavanym materialem
(pripravna CL, vystupni materiadlova propusfppavny CL) - d¥ odbirova mista:
- plocha pracovniho stolu pro odkladani/baleipnavenych CL
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- podlaha ped timto stolem

Chemoterapeuticka ambulancéi-odbsrova mista:

- plocha pracovniho stolu, na kterém probifgimani gipravenych CL
- podlaha pod infuznim stojanem

- priruéni stolek u infuznihoilesla nebo ofradlo tohoto kesla

Luzkovée oddleni - ti odbérova mista:

- plocha pracovniho stolu, na kterém probitgimani gipravenych CL
- podlaha pod infuznim stojanem v ndiaplikace CL

- podlaha mistnosti présténi loznich nadob na ni@a stolici

Uvedeny vyet ploch shledavame zakladnim minimem pro racidnddadnoceni
kontaminace uvedenych pracati&ontaminace uvedenych oftbvych mist se vyhodnocuje
zvla®, pripadre je mozné vramci minimalizace finamich néklad spojenych
s monitoringem vyhodnocovat pouzéupkrnou kontaminaci pracoviSprovadnim analyz u
smésnych vzork. Vychozim pedpokladem pro zaji&i srovnatelnosti vysledkv ramci
riznych odBrovych kampanici raznych pracovi§ je provadni odkEru vzorki vzdy ve
stejném rozsahu, tj. zastoupeni vzorkovacich mistiryt vzdy stejné. Vs mist vychazi
z poznatk o distribuci CL v pracovnim pragdi shrnutych vigdchozich kapitolach a
navazuje na zkusSenosti z vyzkumnych a monitoroviapfaci provaghych v ramci projektu
CYTO v letech 2008-2010.

Cyklofosfamid byl jako ukazatel kontaminace CL \@brz nasledujicichttodi. Toto

CL pati mezi I&iva s vysokou spiéebou (ma Siroké uplaini a je pouzivan ve vysokych
koncentracich). Jde téZz o prokazany lidsky karanodudiz i z hlediska profesni hygieny je
sledovani tohoto CL pinrelevantni. Z hlediska analytického stanoveni ae jpdna o latku
relativne snadno niitelnou, nebé disponuje vysokou chemickou stabilitou a dobrou
rozpustnosti ve vodnych rozpotdiech. Jeji stanoveni je zpravidla vazano na éitliv
analytické metody zaloZzenych na hmotnostni speldtoinve spojeni s kapalinovou nebo
plynovou chromatografii.

V piipact pofreby ¢i zajmu ze strany monitorovaného pracavigtuze byt zakladni
ramec ndeni roz&fen o dalSi odirové lokality nebo o analyzy dalSich CL (dle dostogti
analytickych metod - nd&p stanoveni platiny jako markeru platinovych cyabigt
fluorouracilu apod.). Toto roz&ni by se o tykat p‘redevSim pracovis ktera s danym CL
(cyklofosfamidem) nemanipuluji nebo ho uZivaji pepux omezené e (mnozstvi
piipraveného/spoebovaného cyklofosfafmidu je nidklad nizsi nez 5 davek/aplikaci tyda
prispivek cyklofosfamidu k celkovému mnoZstviigravenych/podanych chemoterapii je
zarover mensi nez 10 %).

3.3 Metody pro odbér a analyzu vzorka

Odbér vzorki spada do kompetenceijpmce/uzivatele vysledk (vedouci pracovnik
monitorovaného pracoviStresp. povieny vzorkovaci technik apod). Metoda pro &dfe
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zaloZzena na s&ni povrchu vybraného objektuédtou z netkané textilie nawknou ve
vodném roztoku octanu amonného (20 mM, pH = 4).udolo dany objekt umakije, je
vzorek odebran z plochy 30 x 30 cm. Pracovni poshgahujici vSechny patbné informace
pro odlEr vzorki byl zpracovan ve forth standardniho opefaiho postupu uvedeného
v piiloze 1. Pro nazornou demonstraci pracovniho pastyfo vytvaeno instruktazni video,
které je dostupné na internetovych strankach proj@kww.cytostatika.cy.

Realizace odiru je planovana na den gilgizné primérnou intenzitou provozu a
samotny odér by mél byt provaé&n az na zasr pracovniho dneied sanitaci (odiv vzorki
pied sanitaci |épe vypovida o tom, jaka kontamina&ceas dany den @ite nashromazdit a
s jakou maximalni expozici persondlu je nutn@ifad). Odir vzorki je dokumentovan
vyplnénim odkErového protokolu, ktery shromdigje informace ohledh monitorovaného
pracovis¢, osoby realizujici vzorkovani, terminu vzorkovami pednmetu meieni
(charakteristika vzorkovanych mist a pracayistPredlohu odbrového protokolu uvadi
piiloha 3.

Transport vzorik do analytickych laborato by nel byt zajiS&n ihned po jejich odiu.
Vhodnou formou doreni je napiklad sluzba EMS zaji®vana Ceskou poStou, ktera
garantuje dodani zasilek do 14. hodiny nasledwiciie. Bhem transportu je nutno vzorky
udrzovat v chladném prasdi (nap. polystyrenovy termobox s chladicimi viozkami).

Standardizované metodiky pro zpracovani vioskstanoveni cyklofosfamidu a platiny
jsou uvedeny v flohach 1 a 2. Analyzy vzoitk mohou formou dodavek zajdvat
laboratde, které disponuji danou nebo obdobnoutiod technikou pro kapalinovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii.

3.4 Vyhodnocovani vysledk

Vysledky meéfeni je vhodné udavat v konceritnéch jednotkach. V odborné literdguje
nejbszngj$im typem vyjatbvani tchto dat pg/crh PouZivanidchto jednotek umaitije lepsi
srovnavani vysledk z mizn¢ velkych ploch. Pro porovnavani jednotlivych vydéd
monitoringu (porovnavani dat z jednotlivych kampawniramci daného pracovist i
porovnavani dat ziznych pracovif) pak dopordujeme odvozovat hodnotu tpmérné
kontaminace sledovanych objékta daném useku.

Vzhledem k vysoce komplexnimu charakteru problémofgsni expozice CL (latky
s bezprahovym dinkem, @jimané dermalni cestou, kombinovana expozicé&ssntL) je
velmi nepravdpodobné, Ze by se v dohledné &opoddilo uspokojiw vyieSit otazku
nastaveni hygienickych lindit pro expozici CL na zakl&dinformaci o jejich toxick.
V souwtasné dob je tizeni rizik prace <tito latkami zaloZzeno na principuigulEzné
opatrnosti, ktery spidva v usilovani o dosazeni nejniz§i mozné miry &omibace progedi a
expozice pracovniks gihlédnutim na existujici a re@rdostupné technické a organina
prostedky.

Na zaklad znalosti koncentraci naianych pracovistich Ize vSak pro praco¥istCL
navrhnout limity, které jsou s pomoci aktuapouZzivanych op#&tni pro zabezgeni ochrany
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zdravi pracovnik realrt dosaZzitelné a které sgasré nebudou fipoustt neopodstatiné
vysoké hodnoty nejvice zé&igténych pracovis. Smyslem tohoto systému je vyvinout tlak na
pracovist s nejvyssi kontaminaci, aby tuto kontaminaci $aiia Grové ostatnich pracowis
Vzhledem k rozdilm v kontaminaci jednotlivych nemocniich Usel (nemocnini Iékarna,
laZzkova oddleni, chemoterapeutické stacid@p které jsou dany rozdilnym charakterem
provadnych cinnosti a rozdilnymi zdroji kontaminace, dopéujeme stanovovat limity pro

jednotlivé useky zvI&s

Tento princip byl nedavno navrzen Dr. Rudolfem 8deim, ktery timto zfisobem navrhl
limity kontaminace platinou a 5-fluorouracilem premocnéni Iékarny v Nmecku [18]. Pro
své zavry vyuzil vysledky ze studie, v ramci které zkourkahtaminaci 10 vybranych mist
ve 102 nemocghich lekarnach. Tento autor navrhuje odvozeni haortimitu koncentrace
daného CL od hodnoty 75. percentilu koncentracitnmych v rdmci provedené studie.
Koncentrace fekraujici tuto hodnotu by podle Dr. Schierlagély byt signadlem pdeby
optimalizace postupprace s CL na daném pracovisti.

Obdobny postup byl pouzit pro odvozeni dogeruch limiti kontaminace pracovniho
prostedi nemocrinich Iékaren cyklofosfamidem a platinou (pro odtagmocnéni oddleni
prozatim neexistuje dostéte€ reprezentativni mnoZstvi dat). Data pouzitd preoadni
limitu byla nangfena Rkhem monitoringu zdravotnickych Eaeni provedeného v ramci
ieSeného projektu CYTO.¢Bem této studie byly realizovany 4 vzorkovaci kandp& ramci
kterych bylo analyzovano celkem 330 vzibrka obsah cyklofosfamidu a 239 vzorka obsah
platiny. Vzorky hodnocené ve studii pochazely keei 20 tiznych nemocrnich |ékéaren.
Sumarni prezentace frekvamn distribuce koncentraci obou andlywve skladu CL a
v piipravre CL je uvedena v tabulce 2 (cyklofosfamid) a 3 tfpka). Vysledné dopotiené
limity (pramérné) povrchoveé kontaminace skladurgppavny CL cyklofosfamidem a platinou
jsou v danych tabulkach vyzieny tine a jsou dany 75. percentilemipmérné kontaminace
jednotlivych pracovis

Tabulka 2: Kontaminace sledovanych provoznich @isehknocnini Iékarny
cyklofosfamidem (pg/ch)

Pozitivni 50. 75. 90. Maximu
Pracovist Objekt n (%) Percentil Percentil Percentil m
Sklad CL Stil - ptijem CL 66 29 <2 9 85 4400
Podlaha 66 26 <2 2 100 240
Pramérna konc. 66 28 <2 4 95 2200
P¥ipravna CL Stil - baleni CL 67 64 10 140 420 4400
Podlaha 66 58 3 50 210 640
Madlo lednice 65 49 <2 29 120 400
Pramérné konc. 67 63 9 67 260 1700
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Tabulka 3: Kontaminace sledovanych provoznich isemocnini l€karny platinou

(pg/cnd)

Pozitivni 50. 75. 90.
Pracovis¥ Objekt n (%) Percentil Percentil Percentii  Maximun
Sklad CL Stiil - prijem CL 48 44 <0,2 41 15,1 7340,0
Podlaha 48 58 0,5 1,9 14,9 57,2
Priamérna konc. 48 60 0,5 4,0 17,5 3700,0
Piipravna CL Stil - baleni CL 48 75 5,2 14,7 50,6 3300,0
Podlaha 48 60 0,6 4,2 13,6 60,3
Madlo lednice 47 64 1,0 7,5 13,2 22,9
Priimérna konc. 48 88 3,6 11,6 25,2 1150

4 Seznam (Filoh

Priloha 1 — Stanoveni cyklofosfamidu verstch pracovniho pragdi (standardni opefai
postup)

Priloha 2 — Stanoveni platiny veéstch pracovniho prasdi (standardni opefiai postup)
Priloha 3 — Odbrovy protokol
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Priloha 1 — Stanoveni cyklofosfamidu vérstch pracovniho prasdi

(kompletni informace k metgéd/cetns validatniho protokolu a standardniho
oper&niho postupu)



Stanoveni cyklofosfamidu ve strech pracovniho prost¥edi "' chn

Metodag.: w4001
Koncentr&ni rozsah: 1,8 — 1600 ng#s(2,0 — 1780 pg/chpii vzorkovani plochy 900 cf

Popis metody: Vzorky zipdem vybranych a prostordvymezenych ploch jsou
odebrany rané za pouziti strek z netkané textilie. Ty jsou poté
extrahovany v acetatovéem pufru na ultrazvukovéilazakto
pripravené vzorky jsou analyzovany pomoci vysokionié kapalinové
chromatografie s detekci na tandemovém hmotnostpéktrometru.

Limit kvantifikace: 6,0 ng/st (6,7 pg/cm pii vzorkovani plochy 900 cfiy

Status metody: Castens validovana. Metoda byla podrobena podrobnému
prezkoumani zagtenym na charakterizaci jeji opakovatelnosti a
vytéZnosti.

Datum vypracovani: 4.11.2008
Datum doplgni: 26.11.2010
Vypracoval: Mgr. Pavel Odraska

Adresa pracovigt MasaryKiv onkologicky ustav
Zluty kopec 7
656 53 Brno
Ustavni lékarna
Projekt CYTO
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1. Obecné informace
1.1. Uvod do problému
1.1.1. Vyznam metody

Profesni expozice cytotoxickymdigam (CL) je v sodasnosti vnimana jako
negativni problém neodtiteln¢ spojeny s oblasti poskytovani zdravotntepé
onkologickym pacieritm. Zdravotnicky personal ide byt exponovan obeén
ttemi zpisoby: inhalaci cytostatik ve fokmaerosolu nebo par, dermalnim
kontaktem a né&hodnou ingesci wistbdku havarie nebo fip nedisledném
dodrzovani hygienickych pravidel. S ohledem nataené poznatky o distribuci
kontaminace na onkologickych pracovistich Ize zavihi z jmenovanych
expoztnich cest oznat ptijem dermalni. Toto tvrzeni vychaztetnych zprav o
vyskytu iznych cytostatik na povrchiebného vybaveni pracovizajig'ujicich
piipravu i aplikaci &hto I&€iv pacientim. Pra¢ na sledovani tohoto typu
kontaminace je uvé&ta metoda zadiena.

Tato metoda umaitije kontrolovat Urowe kontaminace pracovniho proesti
jednim velmicasto pouzivanym cytostatikem — cyklofosfamidemitetatury
vime, Ze toto cytostatikum je obeécnnegasgji sledovanym markrem
kontaminace. K fednostem této sléeniny pati pomgrné vysoka stabilita a
dobré fyzikalg-chemické vlastnosti umagjici analyzu pomoci metod
vysoko&inné kapalinové chromatografie.

1.1.2. Nebezpéné vlastnosti cytotoxickych ¢év

Z moznych akutnich vedlejSich¢iaki cytostatik pozorovanych fip aplikaci
téchto I&€iv onkologickym pacieritm Ize uvést nap bolesti Wicha, kaSel,
zavrat, kozni vyrazky, padani vlaszvraceni nebo fjjem. U zandstnané byla

z akutnich projefr pasobeni CL pozorovana nidklad kozni vyrazka. Symptomy
akutni expozice jsou spojeny s relatiwysokymi davkami CL, jejichZ fijem
Ize atekavat jen vyjimene (nag. pii mimoradnych udalostech jako jsou havarie
spojené s unikem CL).

Hlavni nebezpd doprovazejici praci s cytostatiky vSak plyne zoclického
pusobeni &chto latek pijimanych dlouhodob v nizkych davkach v isledku
stopové kontaminace pracovniho pfedt. S pibyvajicimi lety vykonu takového
povolani pak roste riziko projevigkterého z dalSichdinku téchto latek jako je
genotoxicita, karcinogenita, vyvojova nebo repraghikoxicita.

1.1.3. Profesni expozice

S ohledem na nebezjp& vlastnosti CL je prace &tito latkami shledavana
jako rizikova. Chemické latky s karcinogennimiinky fadime mezi faktory
s bezprahovym dinkem, jinymi slovy: u &chto latek nelze definovat bezp®u
miru expozice, ktera by neohroZovala zdravi owiith osob. Ohledn
kontaminace pracovniho présti takto sobicimi latkami je obeénprijiman
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moZznou) Urova.

Kontaminace CL byla doloZena na vSech pracovid&&lenénych do pipravy
CL nebo aplikace CL. Nanogramy az mikrogramy CL jdastji
cyklofosfamidu) na mbyly zjistny ve vnitnim ovzdu&i fipraven i tizkovych
CL Ize Zzr¢ nalézt na podlahach, pracovnich pultech, policidherich,
telefonech a p#itacovych klavesnicich, pouzitych ochrannych rukavigcich
loznim pradle pacieft hygienickych z&zenich a také na obalechcilgch
piipravki odebiranych od vyrolic

1.1.4. Fyzikélni vlastnosti cyklofosfamidu

CAS kod: 6055-19-2 tenze par: 3,3 mPa
mol. hmotnost: 279.10 g/mol teplota vzplanuti3 2C
bod varu: zapach: ne

bod téni: 49-51 °C hustota:

vzhled: bila, krystalicka latka uchovavani: 28

rozpustnost:  ¢iry, bezbarvy 0,1 g/ml kO

synonyma: N,N-Bis(beta-cloraethyl) N’-O-propylengpborildiamid
monohydratum (Romanian) * 2-(Bis(2-chloroethyl)aojii-oxa-3-aza-2-
phospho cyclohexane 2-oxide monohydrate * 1-Bi¢(&oethyl)amino-1-oxo-
2-aza-5-oxaphosphoridine monohydrate * (Bis(chi@rethyl)amino)-2-
tetrahydro-3,4,5,6- oxazaphosphorine-1,3,2-oxisgeedohydrate * Bis(2-
chloroethyl)phosphoramide cyclic propanolamide restenohydrate * N,N-
Bis(beta-chloroethyl)-N’,O-propylenephosphoric aegter amide monohydrate
* N,N-Bis(2-chloroethyl)tetrahydro-2H-1,3,2-oxaplpb®rin-2-amine, 2-oxide
monohydrate * N,N-Bis(beta-chloroethyl)-N’,O-trinmgtenephosphoric acid
ester diamide monohydrate * Cyclic N’,O-propylerséee of N,N-bis(2-
chloroethyl)phosphorodiamidic acid monohydrate tldphosphamide hydrate
* Cyclophosphamide monohydrate * 2-(Di(2-chlorod}agnino)-1-oxa-3-aza-2-
phosphacyclohexane-2-oxide monohydrate * N,N-Difymethyl)amino-N,O-
propylenephosphoric acid ester diamide monohydr&tedoxan monohydrate

sumarni vzorec: £115CIloN,O,P
strukturni vzorec:
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1.2. Parametricka charakteristika metody
1.2.1. Limit detekce

Detekéni limit metody zahrnujici zpracovani vzorku je hgvzorek (2,0 pg/c
pii vzorkovani plochy 900 cfi Toto je nejmensi mnoZstvi cyklofosfamidu ve
vzorku, jehoz analyticky signal je j€&polehliv odliSitelny od signalu slepého
vzorku (trojnasobek Sumu signalu detektoru). (Midéapitole 6.1)

1.2.2. Limit kvantifikace

Limit kvantifikacecini 6,0 ng/vzorek (6,7 pg/chpii vzorkovani plochy 900
cn?). Toto je nejmensi mnoZstvi cyklofosfamidu nanésea sirku, které jiz Ize
kvantitativre stanovit (10-ti nasobek Sumu signalu detektoiicd v kapitole
6.1)

1.2.3. VytéZnost
Praimérna vyg€znost metody zahrnujici zpracovani vzoeku 93 %. Nejvyssi
vytéZnost je dosahovana u vzark vysSim mnozstvim analytu (nad
1 pgl/vzorek). (Vice v kapitole 6.3)
1.2.4. Uginnost vzorkovani
Uginnost vzorkovani pomoci vybranych matetialroztok ¢ini 104 %. Jedna se
o procentudlni mnozstvi cyklofosfamiduisetého z modelového povrchu
Z nerezove oceli stpsré definovanou kontaminaci. (Vice v kapitole 6.4)
1.2.5. Kratkodoba opakovatelnost (intradenni)
Relativni smérodatné odchylky hodnot ziskanych analyzéowzorki v ramci
jednoho dne se pohybuji v rozsahu 3-6 %. Opakavagélke v rdamciiznych
koncentraci réni, pricemz rozptyl analytickych vysledKe vySSi ve spodriiasti
koncentr&niho rozsahu metody. (Vice v kapitole 6.5)
1.2.6. Dlouhodoba opakovatelnost (interdenni)
Relativni smérodatné odchylky hodnot ziskanych analyzowzorki, pricemz
kazdy vzorek byl analyzovan v jiném dni, se pohybupzsahu 4-12 %.

Opakovatelnost se v rdmci zkoumaného koncénina rozsahutizni, gicemz
rozptyl analytickych vysledkje vysSi v jeho spodiiasti. (Vice v kapitole 6.6)

2. Planovani odéru
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Realizace odiyu by mela byt planovana na den #lgizné pramérnou intenzitou provozu
a samotny odiy by nel byt proveden az na z&vpracovniho dne, nicmérmpred sanitaci.
Odber vzorki pied sanitaci Iépe vypovida o tom, jaka kontaminaceasdany den e
naakumulovat a s jakou maximalni expozici persojghutno pdoitat.

Odbér a odeslani vzokkplanovat na dny portl-ctvrtek. Vzorky odeslané v patek jsou
dorwovany s prodlevou (tj. po vikendu) agehto vzorki nelze zargit aplnou spravnost
vysledk.

. Vzorkovani — postup
3.1. Material

Kompresni obklady Mesoft 7.5 cm x 7.5 cm;
Jednorazové ochranné rukavice (jeden par na kazmhek);
Automaticka nebo Pasteurova pipeta;

Injekeni stikacky s Luer-lockem (50 mL);

Stop konus;

M¢titko — pravitko nebo metr.

Desorgni roztok (viz bod 3.2.)

3.2.Chemikélie
Octan amonny;
Kyselina octova;
Voda.
(VSe vcistot pro HPLC.)
Desorgni roztok - 20 mM acetatovy pufr (pH = djgraveny smichanim 20 mM
vodnych roztolk octanu amonného a kyseliny octové.

3.3. Technika odbru

- vyberte misto a vymezte ndm plochu, ze které budessproveden (ideakh
¢tverec 30 x 30 cm, hranice vyzfta fixem nebo lepici paskou),

- naruce navlékte Cisté jednorazoveé rukavice,

- uchopte strku a jeji spodni polovinu zviiete 0.75 mL desotmiho roztoku,
k odmefeni a peneseni uvedeného objemu pouzijte Pasteurovu ptastopetu,

- vyznaeneé plochy séete 3x stejnou &tkou, snéry stirani jsou vyzngené na
piiloZzeném obrazku:
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- 1. str proveal'te naviltenou spodni stranowsty, poté strku prelozte napl -
pouzitou stranou &tky dovnift,

- 2. str proval'te rubovou stranou nawané strany stky a podruhé pak &tku
pieloZte — opt pouzitou stranou dovirtit

- 3. str po kazdém déim seteni strku prelozit nagil a s€ér opakovatistou
stranou takto feloZzené strky,

- pouzitou strku zastite do gipravené 50mL stkacky a uzavete na jedné stran
pistem a na druhé strastop-konusem,

- stiikacku se vzorkem popisteripazenyméislem a do protokolu udde identifikaci
vzorku:¢islo vzorku, datum, obsah geté plochy a jeji popis,

- pred odebranim dalSiho vzorku vzdy wiite pouZzité rukavice za nové,

vzorky uchovavame v mrazicim boxu (minus 20 st.C).

3.4.0dbér blanku

Z kazdé lokality, ktera je podrobena vzorkovanis $§aZdou sérii vzotkodebira také
blank, ktery slouZzi jako tzv. negativni kontrolaugovana pro kontroldgistoty
pouzivanych materiéla spravného zachazeni se vzorklgdm jejich transportu do
analytické laborat@ (pripadre i jejich ulozeni).

- na dané lokal& navihrtimegistou, nepouzitou 8tku 0.75 mL desofmiho roztoku
a rovnou vlozime doifpravené ozn&né stikacky,

- identifikaci blanku zaneseme do protokolu,
- skladovani a dalSi zpracovani probiha spwle ostatnimi vzorky a také stejnym
zpisobem.
3.5.Uchovavani a transport vzdrkio laboratée
- vzorky s vyplnym odlErovym protokolem zabalte spolu s namrazenym

chladicim s&em nebo lahvi do termoboxu a piesinictvim expresni sluzby
EMS odeSlete postou jéden samy den do analytické labotato
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- v laboratdi se vzorky do doby zpracovani ukladaji do mrazidibxu (minus 20
st.C).

3.6.Mozné interference

Tato metoda ddie vyhovuje pro rovné povrchy jako jsou ti&iad souvislé plochy
pracovnich stdl ¢i podlahy. Vytznost vzorkovandlenitych¢i dokonce hrubych povréh
nebyla blize studovana, nicméédie zkusenosti s jinymi analyty nelze reprodukelaist
odkéru predpokladat ani vifpact cyklofosfamidu.

. Zpracovani vzorku

Pro vSechny ukony spojené se zpracovanim a analfzzmiu jsou zavazné pokyny
pro dodrzovani bezprosti prace formulované bezp®stnim technikem daného
pracovist. Prace v laboratoje téZ podmiina znalosti pouzivanych sk®nin jejichz
rozsah je dan bezgmostnimi listy konkrétnich chemickych latek.

4.1.Chemikdalie

Octan amonny (HPLC grade),

Kyselina octova (HPLC grade),

MeOH (HPLC gradient grade, Labicom);

’H,-cyklofosfamid (CP-D4gistota 97 %, Niomech, Bielefeld,decko).

4.2. Priprava extrakniho¢inidla

Desorggni roztok je 20 mM acetatovy pufr (pH = &jgraveny smichanim 20 mM
vodnych roztok octanu amonného a kyseliny octové

4.3. Pfiprava standardu

Jako standard pouzivame cyclofosfamid o vysogt (> 99 %, Sigma-Aldrich)
rozpusény v MeOH v koncentraci n@p0,5 mg/ml. Pro kazdou sadu vzoije pak
potreba pipravit vodné kalibrani roztoky v rozsahu 0,5 — 500 ng cyklofosfamidu v
1 ml extrakiniho roztoku. V praxi se o8gilo ptipravit nejprve roztok
cyklofosfamidu o koncentraci 512 ng/niiganim odpovidajiciho objemu zasobniho
roztoku standardu v MeOH do 1 ml ext¢ako¢inidla obsahujiciho interni standard
(CP-D4) v koncentraci 25 ng/ml a #jpak gipravit pit dalSich koncentraci
postupnynmredénim v pongru 1:3 (0,25 miedného kalibr&niho roztoku : 0,75 ml
extrakénihoc¢inidla). Takto gipravime dohromady Sest kalilirach roztoki o
koncentraci: 512, 128, 32, 8, 2 a 0,5 ng/ml.

4.4. Priprava vzorku
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- do stikacky se vzorkem fiddame 24,25 ml extrakihocinidla a usti sikacky
uzaweme stop-konusem,

- dobre uzavenou stikatku kolmo ponéime do ultrazvukové lazm v ni vzorek
extrahujeme po dobu 30 minut,

- po extrakci obsahdkacky prevedeme do zkumavky a vyextrahovanaukst
fadre vyzdimeme tlakem na pistigiacky,

- 1 ml extraktu peneseme ze zkumavky do zkumavky eppendéiddme interni
standard (CP-4D) do koncentrace 25 ng/ml a zcegujeme pi 20 tis.xg po dobu
10 minut,

- supernatantigneseme do vialky a uzame vékem se septem,

- do doby analyzy uchovavamé minus 20 st.C.

5. Chemickéa analyza
5.1. Chemikéalie
Acetonitril (HPLC gradient grade, Labicom, s.r.0.);
MilliQ voda (HPLC gradient gradefipravena v MilliPure System);
Octan amonny (HPLC grade);
Kyselina octova (HPLC grade).

5.2. Technicka specifikace analytické metody

Pro stanoveni obsahu cyklofosfamidu ve vzorku s&d metoda vysok@inné
kapalinové chromatografie s detekci na tandemov@otimostnim spektrometru

Kapalinovy chromatograf: Agilent HP1200 HPLC System
LC kolona: ZORBAX SB-18 (Rapid Resolution), 2,1&®&m, 3,5 um
Hmotnostni spektrometr: Agilent 6410 TripleQuad

Vialky: 2 ml, hredé, Sirokohrdlé, 12 x 32 mm

5.3. Podminky separace

mobilni faze: faze A - acetatovy pufr 20 mM, pH =4
faze B - acetonitril (AcN)

gradient: linearni
0 min 10 % AcN
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6 min 25 % AcN
7 min 80 % AcN
10 min 80 % AcN
11 min 10 % AcN
15 min 10 % AcN

pratok: 0,3 ml/ min

obj. nastiku: 10 pl

reter®ni ¢as: 6,4 min

chromatogram:

x1C 2 |+ TIC MRM (** > ) 61.¢

26 *6,p27

o5 1 15 z 2¢ & 3f 4 45 £ 58 € 6f£ 7 7f & 8 § 9F iC 10E 11 11E 1z 12E 1c  13E 14 14E 1
Counts vs. Acquisition Time (min]

5.4.Vypocty

Kvantifikace mnoZstvi analytu u neznamych vZosk provadi dle rovnice ziskané
kalibratni pfimky normované na hodnotu interniho standardu. @skupo nsieni

v nékterém vzorku zjisti koncentracégsahujici rozsah kalibrace (512 ng/ml
extraktu), jeiteba vzorek izdit a analyzu opakovat.

Celkové mnozstvi navzorkovaného analytu je pak &isgpao vynasobenim ziskané
koncentrace objementiganého extraknihocinidla (25 ml). Vysledky jsou obvykle
presentovany jako hodnota kontaminatipamlajici na 1 cfh
cG=25*@/S
kde: ¢ je paset pg analytu ppadajici na 1 ch

G je koncentrace natiend v extraktu stky [pg/ml]

S je plocha vzorkovaného povrchu fdm

6. Souhrn dat validace

6.1.Limit detekce a kvantifikace
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Vzhledem k vysoké selektivitpouZzité analytické metody a dobré reprodukovastino
realizovanych réeni, Ize limity detekce a kvantifikace stanovihzenzity Sumu
signalu zjis¢ného na chromatogramu realného vzorku.

Limit detekce a limit kvantifikace je pakipuzovan takové koncentraci, jejiz pik je
vySSi nez trojnasobek, respektive desetindsobei, Sledovaného signalu.

Pro stanoveni konkrétnich liniibylo pouzito vysledk ziskanych z monitoringu
kontaminace pracovniho préstii Masarykova onkologického Ustavu prosrého

v listopadu 2008. iHozeny chromatogram ukazuje zaznaréremi referetinino
vzorku ziskaného ze&t podlahy v ekotoxikologické labora&tdtirodowdecké
fakulty Masarykovy univerzity siflavkem standardu o vysledné koncentraci

0,1 ng/ml (obrazek. 5.1).

Limit detekce: LD = 0,07 ng/ml = 1,8 ngést
Limit kvantifikace: LK = 0,24 ng/ml = 6,0 ngkst

Obrazeké. 5.1: Riklad chromatogramu realného vzorku (koncentragtobysfamidu,
¢ =0,1 ng/ml)

xic !
3.4
3.2

28
26
241

1.8
1.6

08|
06
0.4
02

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1B z 25 3 35 4 45 5 55 [ 6.5 7 75 8 85 ) 95 1C 105 1
Counts vs. Acquisition Time (min}

6.2. VytéZnost metody

VytéZnost metody byla stanovena na zaklapgracovani stek se znamym mnoZstvim
analytu, ktery byl na danétsky nanesen ve forérazné koncentrovaného roztoku standardu
v methanolu.

VytéZznost metody byla testovana v@dh Gznych koncentracich (18, 180 a 1800
pg/cnf). Hlavnimi faktory s vlivem na v§Enost metody jsou: material stiraciho materialu,
pouzité extra&ni cinidlo a zpisob extrakce. Zgmu €chto parametr nelze proto pjmout bez
revalidace metody.

Tabulkac¢.5.3: Vy&Znost extrakce cyklofosfamidu [%]zegtk Mesoft 7,5 x 7,5 cm

konc. opakovani HMEr
pglen? 1 2 3 4 5 6 P
18 94.5 83.7 86.4 94.1 88.8 90.2 89.6

180 87.7 96.2 101.3 96.6 88.7 71.0 90.2
1800 97.8 107.9 103.5 101.1 87.8 92.1 98.3
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6.3. U¢innost vzorkovani

Na pikladu tech kontrolnich ploch stesré definovanou kontaminaci byla stanovena
vytéznost kompletni metody ¢etné vzorkovani. Tento test slouzi ke kontroléiniosti
desorpce analytz modelového povrchu za pouZiti popsané technikwaterialu.

Tabulkac. 5.4 : Vyg&Znost analytické metodyetns vzorkovani

koncentrace [pg/chh 18 180 1800
vytéZznost [%0] 116 100 96

6.4. Opakovatelnost kratkodoba — shodnost metody tianilytické série

Kratkodoba opakovatelnost bylacana pomoci opakovaného zpracovani kontrolnich
vzorki se znamou koncentraci analytu. V ramci jednoho laylg v triplikatu zpracovany
vzorky o tech fiznych koncentracich (18, 180 a 1800 pdjcnPro kazdou hodnocenou

koncentréni Urovehr se pak z nagitenych hodnot stanovil jejich smodatnd odchylka a
relativni sm¢rodatna odchylka.

Tabulka¢. 5.5: Intradenni opakovatelnost metody

Kone,  OPAKOVEN T Toume  sD s
18 14 15 16 15 0.9 6.1
180 152 160 152 155 4.4 2.8
1800 1593 1528 1493 1538 50.6 3.3

6.5. Opakovatelnost dlouhodoba — shodnost metody meeinsiéanalyz

Dlouhodoba opakovatelnost byla testovanaigeh po soé jdoucich tydnech. Kazdy
tyden byly zpracovany 3 kontrolni vzorkyipravené nanesenim standardu cyklofosfamidu na
tisté strky. Pro kazdou hodnocenou koncentriadrover (18, 180 a 1800 pg/cnse pak

z nangienych hodnot stanovila jejich snodatna odchylka a relativni gnedatna odchylka.

Tabulka¢. 5.6: Interdenni opakovatelnost metody

koo, POV pime S0 RsD
18 15 12 13 13 15 111
180 155 122 133 136 16.5 12.1
1800 1538 1449 1540 1509 52.2 3.5
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Priloha 2 — Stanoveni platiny veéstch pracovniho prasdi

(kompletni informace k metgéd/¢etns validatniho protokolu a standardniho
oper&niho postupu)



Stanoveni platiny ve sérech pracovniho pros¥edi "' chn

Metodag.: W4002

Koncentr&ni rozsah: %22 — 2500 ng P#is0,2 — 2780 pg/cfpti vzorkovani plochy 900
cnr)

Popis metody: Vzorky zipdem vybranych a prostor®vymezenych ploch jsou
odebrany rané za pouziti sirek z netkané textilie. Ty jsou poté
extrahovany v acetatovém pufru na ultrazvukovéildzakto
piipravené vzorky jsou analyzovany pomoci hmotnaspektrometrie
s indukéné vdzanym plazmatem.

Limit kvantifikace: 0,7 ng P/t (0,8 pg/cm pii vzorkovani plochy 900 cfi

Status metody: Castens validovana. Metoda byla podrobena podrobnému
piezkoumani zagtenym na charakterizaci jeji opakovatelnosti a
vytéZnosti.

Datum vypracovani: 4.11.2008
Datum dopl®ni: 26.11.2010
Vypracoval: Mgr. Pavel Odraska

Adresa pracovigt Masarykiv onkologicky Ustav
Zluty kopec 7
656 53 Brno
Ustavni lékarna
Projekt CYTO

1. Obecné informace
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1.1.Uvod do problému
1.1.1. Vyznam metody

Profesni expozice cytotoxickymdcigam (CL) je v sodasnosti vnimana jako
negativni problém neodtitelné spojeny s oblasti poskytovani zdravotntegpé
onkologickym pacieriim. Zdravotnicky personal iie byt exponovan obe&n
ttemi zpisoby: inhalaci cytostatik ve fokmaerosolu nebo par, dermalnim
kontaktem a nahodnou ingesci wistedku havarie nebo fip nedisledném
dodrzZzovani hygienickych pravidel. S ohledem nataené poznatky o distribuci
kontaminace na onkologickych pracovistich Ize zavhi z jmenovanych
expozénich cest oznidt piijem dermalni. Toto tvrzeni vychaztetnych zprav o
vyskytu iznych cytostatik na povrchwiného vybaveni pracoviZaji’ujicich
piipravu i aplikaci &chto |&€iv pacientim. Pr&¢ na sledovani tohoto typu
kontaminace je uv&tia metoda zadtiena.

Tato metoda umadilije kontrolovat Urovie kontaminace pracovniho predi
cytostatiky s obsahem platiny. Diky kvantifikacaphovych I€iv podle
meéieného mnozstvi prvkoveé platiny ve vzorku je tatdada robustni &i
chemické nestabilitpiavodnich I€iv v prostedi a umo#uje stanoveni
kontaminace prostdi cytostatiky i po relativndlouhé dob.

1.1.2. Nebezpéné vlastnosti cytotoxickych ¢év

Z moznych akutnich vedlejSicheiaki cytostatik pozorovanych fip aplikaci
téchto I&€iv onkologickym pacieritm Ize uvést nap bolesti Wicha, kaSel,
zavrat, kozni vyrazky, padani vlaszvraceni nebo fijjem. U zandstnanaé byla

z akutnich projefr pasobeni CL pozorovana nidgklad kozni vyrazka. Symptomy
akutni expozice jsou spojeny s relatiwysokymi davkami CL, jejichZ fijem
Ize atekavat jen vyjimene (nag. pii mimoradnych udalostech jako jsou havarie
spojené s unikem CL).

Hlavni nebezpd doprovazejici praci s cytostatiky vSak plyne zoclického
pusobeni &chto latek pijimanych dlouhodob v nizkych davkach v iledku
stopové kontaminace pracovniho pfedt. S pibyvajicimi lety vykonu takového
povolani pak roste riziko projevigkterého z dalSichdinku téchto latek jako je
genotoxicita, karcinogenita, vyvojova nebo repraghikoxicita.

1.1.3. Profesni expozice

S ohledem na nebezjp& vlastnosti CL je prace &tito latkami shledavana
jako rizikova. Chemické latky s karcinogennimiinky fadime mezi faktory
s bezprahovym dinkem, jinymi slovy: u &chto latek nelze definovat bezp®u
miru expozice, ktera by neohroZovala zdravi owiith osob. Ohledn
kontaminace pracovniho préstli takto fsobicimi latkami je obeénprijiman

e

moZznou) Urova.
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Kontaminace CL byla doloZena na vSech pracovis&&lenénych do pipravy
CL nebo aplikace CL. Nanogramy az mikrogramy CL jdastji
cyklofosfamidu) na mbyly zjistny ve vnitnim ovzdu&i fipraven i tizkovych
CL lze Zzr¢ nalézt na podlahach, pracovnich pultech, policidherich,
telefonech a p#itacovych klavesnicich, pouzitych ochrannych rukavigcich
loznim pradle paciefit hygienickych z&zenich a také na obalechcilgch
piipravki odebiranych od vyrolic

1.1.4. Fyzikélni vlastnosti platiny a od ni odvozenycéivé

1.1.4.1. Platina
CAS kod: 7440-06-4 tenze par:
mol. hmotnost: 195.09 g/mol teplota vzplanuti:
bod varu: 3827 °C zapach: ne
bod tani: 1772 °C hustota: 21.45 glcm
vzhled: pevna latka, kov
uchovavani:
rozpustnost:

synonyma: C.l. 77795; Liquid bright platinum; Pta{German); Platinum
(ACGIH); Platinum Black; Platinum sponge

sumarni vzorec: Pt

1.1.4.2. Cisplatina

CAS kod: 15663-27-1 tenze par: 1,8 mPa
mol. hmotnost: 300.06 g/mol teplota vzplanuti:

bod varu: zapach: ne

bod tani: 270 °C hustota:

vzhled: Zluty krystalicka prasek

uchovavani: do 25 °C, chite p'ed s¥tlem
rozpustnost: kD (2,5 g/l), methanol

synonyma: Biocisplatinum * Briplatin * CDDP * CPDD

Cisplatino (Spanish) * Cisplatyl * cis-DDP * Diammadichloroplatinum * cis-
Diaminedichloroplatinum * cis-Diaminodichloroplatim(ll) * cis-
Diamminedichloroplatinum * cis-Dichlorodiammineplaim * cis-
Dichlorodiamminoplatinum(ll) * NCI-C55776 * Neoplat* NSC-119875 *
Peyrone’s chloride * Platiblastin * Platidiam * dXatin * Platinol * cis-
Platinous diaminodichloride * cis-Platinous diammufichloride * cis-Platinum
* cis-Platinum(Il) * cis-Platinum(ll) diamminedicbtide * Platinum,
diamminedichloro-, (SP-4-2)- (9CI) * cisPt(ll) *

TR 170
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sumarni vzorec: Pt(NH3)2CI2
strukturni vzorec: cl C|

o
NH3/ \NHs

1.1.4.3. Karboplatina

CAS kod: 41575-94-4 tenze par:

mol. hmotnost: 371.26 g/mol teplota vzplanuti:
bod varu: zapach: ne
bod tani: hustota:

vzhled: pevna latka uchovavani:
rozpustnost:

synonyma: Chdca * 1,1-Cyclobutanedicarboxylate dméme

platinum(ll * cis-(1,1-Cyclobutanedicarboxylato)chanineplatinum(ll) *
Diammine(1,1-cyclobutanedicarboxylato)platinumgibis-Diammine(1,1-
cyclobutanedicarboxylato)platinum(ll) * JM 8 * NSZ41240 * Paraplatin

sumarni vzorec: C6H12N204Pt
strukturni vzorec:

O
o, ,NH;
,Pt .
o “NH;
@)
1.1.4.4. Oxaliplatina
CAS kod: 61825-94-3 tenze par:
mol. hmotnost: 397.29 g/mol teplota vzplanuti:
bod varu: zapach: ne
bod tani: hustota:
vzhled: pevna latka uchovavani:

rozpustnost:

synonyma: 1-OHP * Oxalato(1R,2R-cyclohexanediamppiaginum(ll) *
Oxalatoplatin * Oxalatoplatinum * Oxaliplatin * Okglatino (Spanish) * RP
54780

sumarni vzorec: §H14N,04Pt

strukturni vzorec:




1.2. Parametricka charakteristika metody
1.2.1. Limit detekce

Detekeni limit metody zahrnuijici zpracovani vzorku je B@Pt/str (0,2 pg/cr
pii vzorkovani plochy 900 cfi Toto je nejmensi mnoZstvi platiny ve vzorku,
jehoz analyticky signal je j@Sspolehliv odliSitelny od signalu slepého vzorku
(trojndsobek Sumu signalu slepého vzorku). (Vikapitole 6.1)

1.2.2. Limit kvantifikace

Limit kvantifikacecini 0,6 ng Pt/str (0,7 pg/cr pri vzorkovani plochy 900
cn?). Toto je nejmensi mnozstvi platiny ve vzorku ré&tiZ |ze kvantitatives
stanovit (10-ti ndsobek Sumu signalu detektorujcéW kapitole 6.1)

1.2.3. VytéZnost

Praimérna vygznost metody zahrnujici zpracovani vzoeku 62 %. VygzZnost
je nezavisla na mnozstvi analytu ve vzorku. (Vid¢apitole 6.3)

1.2.4. U&innost vzorkovani

Praimérna vyeznost celé metodycetns vzorkovani pomoci vybranych matetial
a roztoki ¢ini 62 %. Jedna se o procentualni mnozstvi an§byatina ve forns
cisplatinového komplexu) stanovené v&stpovrchu z nerezoveé oceli egre
definovanou kontaminaci. (Vice v kapitole 6.4)

1.2.5. Kratkodoba opakovatelnost (intradenni)

Relativni smérodatné odchylky hodnot ziskanych analyz@owzorki v ramci
jednoho dne se pohybuji v rozsahu 1-12 %. Opakbwaese v ramcitiznych
koncentraci réni, pricemz rozptyl analytickych vysledke vySSi v hornéasti
koncentr&niho rozsahu metody. (Vice v kapitole 6.5)

1.2.6. Dlouhodoba opakovatelnost (interdenni)
Relativni smérodatné odchylky hodnot ziskanych u stejného vzodkem ti
raznych dri se pohybuji v rozsahu 9-25 %. Opakovatelnostreenci
zkoumaného koncentfaiho rozsahuiizni, icemz nejétsi rozptyl

analytickych vysledk byl zjiS€n u nejvyssi zkouSené koncentrace. (Vice
v kapitole 6.6)

2. Planovani od&ru
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Realizace odyu by nela byt planovana na den #lgizné pramérnou intenzitou provozu
a samotny odér by mel byt proveden az na z&vpracovniho dne, nicmémpied sanitaci.
Odbér vzorki pied sanitaci Iépe vypovida o tom, jaka kontaminaceasdany den @ze
naakumulovat a s jakou maximalni expozici persojghutno péitat.

Odbir a odeslani vzokkplanovat na dny portl-étvrtek. Vzorky odeslané v patek jsou
dorwovany s prodlevou (tj. po vikendu) aghto vzorki nelze zargit aplnou spravnost
vysledk.

. Vzorkovani — postup
3.1. Material

Kompresni obklady Mesoft 7.5 cm x 7.5 cm;
Jednorazové ochranné rukavice (jeden par na kazahgk);
Automaticka nebo Pasteurova pipeta;

Injekéni stikacky s Luer-lockem (50 mL);

Stop konus;

M¢titko — pravitko nebo metr.

Desorgni roztok (viz bod 3.2.)

3.2.Chemikélie
Octan amonny;
Kyselina octova;
Voda.
(VSe vcistot pro HPLC.)
Desorgni roztok - 20 mM acetatovy pufr (pH = djgraveny smichanim 20 mM
vodnych roztolk octanu amonného a kyseliny octové.

3.3. Technika odbru

- vyberte misto a vymezte ndm plochu, ze které budeisproveden (ideakh
¢tverec 30 x 30 cm, hranice vyzfta fixem nebo lepici paskou),

- naruce navlékte ¢isté jednorazoveé rukavice,

- uchopte strku a jeji spodni polovinu zviiete 0.75 mL desotmiho roztoku,
k odmefeni a peneseni uvedeného objemu pouZzijte Pasteurovu ptastopetu,

- vyznaeneé plochy séete 3x stejnou &tkou, snéry stirani jsou vyzngené na
piiloZzeném obrazku:
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- 1. str proveal'te naviltenou spodni stranowsty, poté strku prelozte napl -
pouzitou stranou &tky dovnift,

- 2. str proval'te rubovou stranou nawané strany stky a podruhé pak &tku
pieloZte — opt pouzitou stranou dovirtit

- 3. str po kazdém déim seteni strku prelozit nagil a s€ér opakovatistou
stranou takto feloZzené strky,

- pouzitou strku zastite do gipravené 50mL stkacky a uzavete na jedné stran
pistem a na druhé strastop-konusem,

- stiikacku se vzorkem popisteripazenyméislem a do protokolu udde identifikaci
vzorku:¢islo vzorku, datum, obsah geté plochy a jeji popis,

- pred odebranim dalSiho vzorku vzdy wiite pouZzité rukavice za nové,

vzorky uchovavame v mrazicim boxu (minus 20 st.C).

3.4.0dbér blanku

Z kazdé lokality, ktera je podrobena vzorkovanis $§aZdou sérii vzotkodebira také
blank, ktery slouZzi jako tzv. negativni kontrolaugovana pro kontroldgistoty
pouzivanych materiéla spravného zachazeni se vzorklgdm jejich transportu do
analytické laborat@ (pripadre i jejich ulozeni).

- na dané lokal& navihrtimegistou, nepouzitou 8tku 0.75 mL desofmiho roztoku
a rovnou vlozime doifpravené ozn&né stikacky,

- identifikaci blanku zaneseme do protokolu,
- skladovani a dalSi zpracovani probiha spwle ostatnimi vzorky a také stejnym
zpisobem.
3.5.Uchovavani a transport vzdrkio laboratée
- vzorky s vyplnym odlErovym protokolem zabalte spolu s namrazenym

chladicim s&em nebo lahvi do termoboxu a piesinictvim expresni sluzby
EMS odeSlete postou jéden samy den do analytické labotato
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- v laboratdi se vzorky do doby zpracovani ukladaji do mrazidibxu (minus 20
st.C).

3.6.MozZné interference

Tato metoda ddie vyhovuje pro rovné povrchy jako jsou ti&iad souvislé plochy
pracovnich stdl ¢i podlahy. Vytznost vzorkovandlenitych¢i dokonce hrubych povréh
nebyla blize studovana, nicméédie zkusenosti s jinymi analyty nelze reprodukelaist
odkéru predpokladat ani vifpadt komplexnich slogenin platiny.
. Zpracovani vzorku

Pro vSechny ukony spojené se zpracovanim a analzmiu jsou zavazné pokyny
pro dodrzovani bezprosti prace formulované bezp®stnim technikem daného
pracovist. Prace v laboratoje téZ podmiina znalosti pouzivanych sk®nin jejichz
rozsah je dan bezgmostnimi listy konkrétnich chemickych latek.
4.1.Chemikalie

MilliQ voda (HPLC gradient gradefipravena v MilliPure System),

Octan amonny (HPLC grade),

Kyselina octova (HPLC grade).
4.2. Priprava extraknihocinidla

Desorgni roztok je 20 mM acetatovy pufr (pH = &graveny smichanim 20 mM

vodnych roztolk octanu amonného a kyseliny octové

4.3. Priprava vzorku

- do stikacky se vzorkem fiddame 24,25 ml extrakihocinidla a Usti sikacky
uzaweme stop-konusem,

- dobre uzawvenou stikatku kolmo ponéime do ultrazvukové lazma v ni vzorek
extrahujeme po dobu 30 minut,

- po extrakci obsahdkacky prevedeme do zkumavky a vyextrahovanaukst
fadre vyzdimeme tlakem na pistigiacky,

- 1 ml extraktu peneseme ze zkumavky do zkumavky eppendorf a zrepijeme
pii 20 tis.xg po dobu 10 minut,

- supernatantigneseme do vialky a uzame vékem se septem,

- do doby analyzy uchovavamé minus 20 st.C.
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5. Chemické4 analyza
5.1.Chemikélie

MilliQ voda (HPLC gradient gradefipravena v MilliPure System);
Octan amonny (HPLC grade);

Kyselina octova (HPLC grade);

Kyselina chlorovodikova (p.a.).

5.2. Technicka specifikace analytické metody

Pro stanoveni obsahu platiny ve vzorku se pouzig@dda hmotnostni spektrometrie
s indukn¢ vazanym plazmatem.

Hmotnostni spektrometr.  Agilent ICP-MS 7500ce
Zmlzova& Babington

5.3. Podminky stanoveni
piikon do plazmatu: 1500W
nosny plyn (Ar): 1 I/min
pomocny plyn (Ar): 0,15 I/min
plazmovy plyn: 15 I/min

m/z: 194, 195

5.4. Priprava standardu

5.4.1. Jako standard pouzivame roztok platiny v 1% kykrokiodikové. Pro kazdou
sadu vzork je pak pateba pipravit kalibratni roztoky v rozsahu 0,1 — 100 ng
Ptv 1 ml 1% HCI. V praxi se osgilo ptipravit nejprve roztok analytu o
koncentraci 100 ng/mliglanim odpovidajiciho objemu zasobniho roztoku
standardu do 1 ml 1% HCI a 2jipak gipravit pit dalSich koncentraci
postupnynredinim v pongru 1:3 (0,25 miedného kalibr&niho roztoku :
0,75 ml 1% HCI). Takto ffijpravime dohromady Sest kalilirdach roztoki o
koncentraci: 100; 25; 6,25; 1,56; 0,39 a 0,1 ng/ml.

5.4.2. Kvantifikace mnozstvi analytu v neznamych vzose provadi dle rovnice
ziskané kalibréni primky. Pokud se po #tieni v rekterém vzorku zjisti
koncentrace vySsSi nez 100 ng/ml,febia tento vzorek pagné ziedit 1% HCI
na koncentraci, ktera bude uvrklibrainiho rozsahu, a analyzu opakovat.
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5.5. Stanoveni obsahu platiny ve vzorku

Pred samotnou analyzou se kazdy vzorek i katibiraoztokiedi 1% HCI v poréru
1:14 (0,2 ml vzorku : 2,8 ml 1% HCI).

Analyza gipravenych vzori je realizovana ve spolupraci s analytickou lalmgtat
centra RECETOX (Vyzkumného centra pro chemii Zillwbrprostedi a
ekotoxikologii, RF MU).

Kontaktni osoba: Mgr. Jan Kuta

5.6. Vypocty

Kvantifikace mnozstvi analytu ve vzorku probiha kidibracni rovnice. Celkove
mnozstvi navzorkované platiny je pak doépéno vynasobenim ziskané koncentrace
objemem pidaného extratnihoc¢inidla (25 ml). Vysledky jsou obvykle presentovany
jako hodnota kontaminacéipadajici na 1 cf

Cc=25*@/S

kde: g je paset pg analytu Bpadajici na 1 cf
G je koncentrace nattena v extraktu stky [pg/ml]
S je plocha vzorkovaného povrchu fdm

6. Souhrn dat validace
6.1. Limit detekce a kvantifikace

Vzhledem k vysoké selektivippouzité analytické metody a dobré reprodukovastino
realizovanych r&eni, Ize limity detekce a kvantifikace stanovinenzity Sumu
signalu zjis¢ného khem analyzy slepého vzorkeigté rozpougidlo — 1% HCI).

Limit detekce a limit kvantifikace je pakipuzovan takové koncentraci, jejiz signal je
vySSi nez trojnasobek, respektive desetinasobghaki sledovaného u slepého
vzorku.

Stanoveni limii probih&a automatickydmem kalibrace na 2atku analyzy kazdé série
vzorki a vysledky &chto stanoveni musi sjvat nasledujici poZzadavky:

Limit detekce: LD = 0,008 ng/ml = 0,2 ngist
Limit kvantifikace: LK = 0,027 ng/ml = 0,7 ngést
6.2. VytéZnost metody
VytéZnost metody byla stanovena na zaklapgracovani stek se znamym mnoZstvim

analytu, ktery byl na danétsky nanesen ve forérazné koncentrovaného roztoku
standardu v methanolu.
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VytéZznost metody byla testovana v Sestinych koncentracich (7, 35, 175, 350, 1750
a 3500 pg Pt / cfr Hlavnimi faktory s vlivem na v§Znost metody jsou: materidl
stiraciho materialu, pouzité exteak cinidlo a zmsob extrakce. Zgmu €chto
parametit nelze proto pjmout bez revalidace metody.

Y

Tabulka¢. 1: Vytéznost extrakce platiny (ve fokhtisplatiny) ze strek Mesoft 7,5 x
7,5cm

konc. opakovani ramer
pg/cm? 1 2 3 4 5 6 P
7 79.0 52.2 56.7 52.1 53.4 69.7 60.5
35 61.3 61.7 58.9 59.4 55.5 72.7 61.6
175 59.7 63.5 63.1 64.4 57.9 72.1 63.5
350 57.5 54.8 52.9 55.8 59.6 68.2 58.1
1750 60.5 62.5 66.3 54.1 56.4 57.7 59.6
3500 64.2 60.5 59.8 73.3 63.2 77.5 66.4

6.3. U¢innost vzorkovani

Na prikladu Sesti kontrolnich ploch $gsré definovanou kontaminaci byla stanovena
vytéZnost kompletni metodycetre vzorkovani. Tento test slouzi ke kontroteéninosti
desorpce analytz modelového povrchu za pouZiti popsané technikyaterialu.

~

Tabulkac. 2: VyteZnost analytické metodyetné vzorkovani

konc. na plo3e [pg/cth 7 35/ 175 350 1750 3500
vytéZnost [%0] 91.1 64.8| 53.5 55.2 55.0 52.7

6.4. Opakovatelnost kratkodoba — shodnost metody trenilytické série

Kratkodoba opakovatelnost bylatana pomoci opakovaného zpracovani kontrolnich
vzorki se znamou koncentraci analytu. Vramci jednoho bgby v triplikatu
zpracovany vzorky o Sestiznych koncentracich (7, 35, 175, 350, 1750 a 390Ptp
cn?). Pro kaZzdou hodnocenou konceitriaGrovei se pak z nagtenych hodnot
stanovil jejich smrodatnd odchylka a relativni $nodatna odchylka.

Tabulkac. 3: Intradenni opakovatelnost metody

konc. opakovani

2 primér SD RSD
pg/cm 1 2
7 3.5 3.8 3.5 3.6 0.2 49
35 20.0 19.1 19.3 19.5 0.5 2.5
175 109.1 108.5 110.7 109.4 1.2 1.1
350 177.2 171.0 180.4 176.2 4.8 2.7
1750 887.4 942.2 768.9 866.2 88.6 10.2
3500 1216.1 1200.8 1472.1 1296.3 152.4 11.8
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6.5. Opakovatelnost dlouhodob& — shodnost metody meeinsiéanalyz

Dlouhodoba opakovatelnost byla testovanaigeh po soé jdoucich tydnech. Kazdy
tyden byly zpracovano 6 kontrolnich vzérkpripravenych nanesenim standardu
cisplatiny nacisté strky. Pro kazdou hodnocenou koncettriaturover (7, 35, 175,
350, 1750 a 3500 pg Pt/ ése pak z natttenych hodnot stanovila jejich $nodatna
odchylka a relativni ssmodatné odchylka.

Tabulkac. 4: Interdenni opakovatelnost metody

konc. opakovani

2 pramér SD RSD
pg/cm 1 2
7 3.6 3.0 3.6 3.4 0.3 9.4
35 19.5 16.0 22.1 19.2 3.1 16.1
175 109.4 82.1 113.0 101.5 16.9 16.7
350 176.2 166.1 214.2 185.5 25.4 13.7
1750 866.2 788.1 1083.6 912.6 153.1 16.8
3500 1296.3 1675.5 2147.3 1706.4 426.3 24.9
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Priloha 3 — Odbrovy protokol



Stanoveni CL ve sérech pracovniho prost¥edi m cho

ODBEROVY PROTOKOL

Typ vzorku: Stér pracovniho prost redi
Datum odbéru:

Misto odbéru:
(mésto, nemocnice)

CL vybrané pro analyzu:
(cyklofosfamid, platina, fluorouracil)

Popis vzorku

Popis, uréeni vzorku:

Cislo vzorku Mistnost Plocha / Objekt

(=Y

© 00 N o o b~ WON

Poznamky:
(napf. mozné ovlivnéni odbéru)

Operator - kontakt:



MnoZstvi p Fipravené chemoterapie (po €et jednotlivych p Fiprav) — nepovinny Udaj

VSechna CL

CL vybrané pro analyzu

V den odbéru

Za poslednich 5 pracovnich dnt

Transport vzorka do laboratore

Datum doruceni:
(vyplni pracovnici analytické laboratofe)




