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#B

Viazand Referatul de aprobare nr. FB 7.347/2017 al Directiei generale de
asistentd medicala si sdndtate publicd din cadrul Ministerului Sanatatii, Adresa
Agentiei Nationale de Transplant nr. 3.268 din 29 noiembrie 2016, inregistrata
la Ministerul Sanatatii cu nr. 74.099 din 5 decembrie 2016, Adresa Registrului
National al Donatorilor Voluntari de Celule Stem Hematopoietice nr. RN-2017-
0164 din 15 1unie 2017, inregistratd la Ministerul Sanatatii cu nr. 35.062 din 15
iunie 2017, s1 Adresa Agentiei Nationale de Transplant nr. 2.194 din 17 iulie
2017, inregistrata la Ministerul Sanatatii cu nr. 41.971 din 20 iulie 2017,

avand in vedere prevederile art. 2 alin. (1) din Ordinul ministrului sanatatii
nr. 1.527/2014 privind normele metodologice de aplicare a titlului VI
"Efectuarea prelevarii si transplantului de organe, tesuturi si celule de origine
umana in scop terapeutic" din Legea nr. 95/2006 privind reforma in domeniul
sanatatii, cu completarile ulterioare,

luand in considerare dispozitiile Ordonantei Guvernului nr. 79/2004 pentru
infiintarea Agentiei Nationale de Transplant, aprobata cu modificari si
completari prin Legea nr. 588/2004, cu modificarile si completarile ulterioare,

in temeiul prevederilor art. 7 alin. (4) din Hotararea Guvernului nr. 144/2010
privind organizarea si functionarea Ministerului Sanatatii, cu modificarile si
completarile ulterioare,




ministrul sanatatii emite urmatorul ordin:

ART. 1

Se aproba protocoalele terapeutice privind prelevarea de organe, tesuturi si
celule de origine umana de la donatorii vii si/sau decedati, denumite in
continuare protocoale terapeutice, prevazute in anexele nr. 1 - 14, care fac parte
integranta din prezentul ordin.

ART. 2

Protocoalele terapeutice vor fi revizuite periodic.

ART. 3

Prezentul ordin se publicd in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea |.

ANEXA 1
Protocol prelevare cord in vederea transplantarii

Donatorul, in stare de moarte cerebrald, pentru care s-a obtinut
consimtamantul informat pentru recoltarea de organe si tesuturi, aflat in unitate
sanitara cu profil chirurgical, acreditatd pentru prelevare de organe si tesuturi,
este transferat n sala de operatie in vederea initierii procedurii.

In cazul prelevirii cordului, echipa de prelevare este formata din doi chirurgi:
un medic primar/specialist, calificat, cu experienta in acest domeniu -
coordonatorul echipei de prelevare - si un alt medic specialist, calificat si cu
experienta, respectiv asistentd medicald instrumentara, care se vor deplasa in
unitatea spitaliceascd unde se afla donorul potential. Intreg echipamentul de
recoltare a cordului, instrumentarul specific, solutii, medicatie si materialele
consumabile necesare sunt pregatite de echipa de prelevare si transportate la
unitatea sanitara unde se efectueaza recoltarea organului.

Preoperator se vor evalua: statusul hemodinamic al donatorului de cord,
presiunile de umplere volemica, presiunea venoasa centrald, tensiunea arteriala
(TA), suportul inotropic Tn doze adecvate, electrocardiograma (EKG), date
despre echilibrul acido-bazic, hidro-electrolitic si proteino-hematic, hemo-
leucograma, alte constante biochimice, radiografia toracica, ecocardiografia,
prezenta sau absenta unor semne de infectie, gaze sanguine in evolutie,
coronarografia la nevoie, cu evitarea riscului renal la substanta de contrast.

Datele sunt comunicate echipei de transplantare cardiaca si se confirma
decizia de a se explora intraoperator cordul de donator.

Intraoperator se inspecteaza dimensiunile si starea de umplere a cordului,
cinetica acestuia - contractilitatea miocardica, explorarea palpatorie a arterelor
coronare epicardice si a altor structuri cardiace accesibile.

1. Protocol bloc operator - timp chirurgical propriu-zis



Donator ventilat mecanic, cu intubatie oro-traheala (IOT), este monitorizat pe
ecran cu EKG, TA neinvaziv si invaziv (cateter in artera radiald), cateter venos
central pentru masurarea presiunii venoase centrale (PVC), monitorizarea
saturatiei periferice in oxigen cu puls-oximetrie, linii de administrare de lichide
Intravenos introduse in vene periferice accesate, urmarirea debitului urinar orar
cu cateter plasat uretro - vezical (sonda Foley) si colector gradat.

In conditii de asepsie si antisepsie riguroase (aseptizarea tuturor regiunilor
anatomice cutanate de acces chirurgical sau monitorizare - torace, abdomen,
membre, izolarea cAmpului operator cu izolari sterile de unica utilizare) se
practica incizie mediana de la nivelul fosei suprasternale pana la nivelul
simfizei pubiene, deschizandu-se larg toracele si abdomenul. Se diseca
concomitent si/sau succesiv, in cazul recoltarii multi-organ, cordul, plamanii,
ficatul, rinichii, pancreasul si se introduc canule pentru irigarea -
protectia/conservarea organelor. Secventa recoltdrii organelor este urmatoarea:
cord, ficat, pancreas, rinichi, tesuturi. Prelevarea unui plaman sau a ambilor
plamani in succesiunea multi-organ este decisa, specific, la caz.

Timpul chirurgical cardiac

Se inspecteaza dimensiunile cordului, cinetica acestuia (contractilitate
miocardicad), se diseca si se elibereaza vena cava superioara (VCS) care se
incarca pe doua fire de ligatura in asteptare. De asemenea se disecad si se
izoleaza vena cava inferioard (VCI), artera aorta ascendenta, artera pulmonara,
venele pulmonare. Se administreaza heparina sistemic intravenos (doza corelata
cu greutatea corporala si testele de coagulare). Se introduce o canuld in aorta
ascendenta pentru administrarea solutiei pentru oprirea cordului (cardioplegie)
si protectie miocardica. In consens cu celelalte echipe chirurgicale pentru
recoltarea altor organe se trece la initierea procedurii de recoltare a cordului.

In acest moment se anunta prin contact direct telefonic seful echipei de
transplant cardiac despre disponibilitatea cordului de donator pentru transplant.

In vederea opririi cordului cu solutie cardioplegica si de protectie a
miocardului, necesara pentru a putea fi efectuata excizia chirurgicald a cordului
in conditii de siguranta - prevenirea emboliei gazoase in arterele coronare n
momentul deschiderii cavitatilor cardiace si a patrunderii aerului in acestea -
este necesard ocluzionarea/clamparea aortei ascendente cu o pensad de clampaj
aortic. Pentru prevenirea dilatarii acute a ventriculului sting in momentul
clamparii aortei ascendente in vederea opririi cordului este necesara
decomprimarea cavitatilor cardiace, respectiv reducerea semnificativa a
aportului sanguin spre inima, golirea partiald de sange a cavitatilor cardiace.

Pentru inceput se decomprima cavitatile inimii drepte prin dubla ligaturare a
VCS si sectionarea acesteia intre ligaturi (dupa retragerea in prealabil a
cateterului venos central). Se completeaza decomprimarea cordului drept prin
sectionarea partiald a venei cave inferioare (VCI). O cantitate importanta de
sange venos se dreneaza 1n pericard, care se aspira impreuna cu serul rece




aplicat pe cord in acelasi timp cu aceste manevre. Se decomprima cordul stang
prin sectionarea venei pulmonare inferioare stangi. Se confirma golirea cordului
prin manevre manuale palpatorice apreciindu-se starea de plenitudine/golire a
cordului.

Dupa golirea partiala a cordului se ocluzioneaza prin clampare aorta
ascendentad, se inifiaza administrarea solutiei de cardioplegie rece prin cateterul
din radacina aortei (in volum de 2 litri; in prealabil in prima punga de solutie
cardioplegica se adaugda 10 mEq de K pentru decuplarea electromecanica).
Imediat dupa inceperea administrarii solutiei cardioplegice si oprirea cordului
(moment in care medicul anestezist opreste ventilatia donatorului) se trece la
completarea recoltarii cordului prin sectionarea completa a VCI, a venelor
pulmonare drepte si stangi la intrarea in atriul stang (AS) si a arterei pulmonare
inainte de bifurcatie. In continuare se diseca tesutul conjunctiv posterior de AS,
eliberandu-se astfel in totalitate cordul. Se desavarseste recoltarea cordului de
donator prin sectionarea aortei ascendente, proximal de emergenta trunchiului
brahiocefalic. Se extrage cateterul de cardioplegie, pastrand bursa de etanseizare
prin care a fost fixat la aorta ascendenta.

De la initierea procedurii de recoltare a cordului se introduce in pericard ser
fiziologic rece si cristale de gheata, care reduc temperatura cordului ca mijloc de
protectie miocardica, concomitent cu perfuzia coronara cardioplegica si
diminuarea contractilitatii cardiace. Pe tot parcursul procedurii de recoltare sunt
necesare 2 surse functionale de aspiratie energicd in pericard (pentru sange si
serul rece), pentru asigurarea vizibilitatii necesare in pericard in timpul
manevrelor chirurgicale de excizie a cordului.

Toate aceste tehnici se desfasoara in secvente rapide, precise si condifioneaza
obtinerea unui cord sdnatos, protejat miocardic impotriva ischemiei necesare in
vederea transplantarii.

Cordul astfel recoltat se introduce intr-un prim sac de material plastic steril in
care se adauga ser fiziologic rece. Se elimina aerul din jurul cordului i se
etanseizeaza sacul prin ligatura cu un snur in partea sa superioard. Acest prim
sac, cu cordul, se introduce steril intr-un al doilea sac in care se adauga ser
fiziologic cu gheatd si acesta fiind ermetizat prin ligatura. Apoi totul se
introduce n al treilea sac steril de asemenea ligaturat superior. Cordul astfel
protejat se introduce Tn recipientul frigorific de transport evitandu-se
temperaturi sub 4 grade Celsius.

Se completeaza un document de transport, pregatit in prealabil, atasat vizibil,
cu continutul recipientului frigorific (organul recoltat, data si ora recoltarii,
unitatea spitaliceasca de prelevare, centrul de transplant alocat).

2. Protocol de transport al cordului prelevat in vederea transplantarii

Recipientul de transport cu cordul prelevat se insoteste spre mijlocul de
transport aerian sau terestru pentru deplasarea catre centrul de transplant
cardiac. Recipientul este nsotit in permanenta sau predat catre un personal



calificat, responsabil. Timpul de ischemie rece de la clamparea aortei
ascendente si recoltare pana la finalizarea implantarii trebuie sa fie ideal sub 3
ore. Prelungirea timpului de ischemie asociata unor alti factori de risc (varsta,
hipertrofie ventriculara stanga, concordanta dimensiuni) influenfeaza in mod
negativ rezultatele.

Se asigurda comunicarea eficientd, prompta cu centrul de transplant cardiac
pentru sincronizarea procedurilor de transplant cardiac.

ANEXA 2

Protocol de prelevare a grefei hepatice de la donator in viata

Donarea de organe de la donator 1n viata - faptul de a ceda organe, destinate
transplantului de la persoane majore in viata, avand capacitate de exercitiu
deplind, dupa obtinerea consimtamantului informat, scris, liber, prealabil si
expres al acestora, conform modelului de formular aprobat prin ordin al
ministrului sanatatii.

Transplantul de organ (sinonim cu grefa de organ) - acea activitate medicala
prin care, in scop terapeutic, in organismul unui pacient, denumit in continuare
primitor, este implantat sau grefat un organ, tesut ori o celula prelevat/prelevata
de la o alta persoana, care este numita donator.

Transplantul hepatic de la donator viu (THDV) - reprezinta o metoda de
transplant hepatic care foloseste grefd hepatica de la donatorul in viata, in
vederea tratamentului unor afectiuni hepatice in stadiul terminal, atat la copii,
cat si la adulti.

Grefa hepatica pentru transplantul hepatic de la donator viu THDV -
fragment de ficat recoltat de la donatorul in viata, ce indeplineste conditiile de a
fi transplantat.

Donator viu - persoana care doneaza unul sau mai multe organe, tesuturi
si/sau celule de origine umana pentru utilizare terapeutica, in timpul vietii.

Primitor - persoana care beneficiaza de transplant de organe si/sau tesuturi
si/sau celule.

Principii

Transplantul hepatic de la donator viu (THDV) trebuie sa fie efectuat doar in
cazul in care riscul pentru donator este justificat de obtinerea unui rezultat
acceptabil pentru primitor. Evaluarea donatorului trebuie sa fie realizata intr-un
protocol care include investigatii medicale complexe, chirurgicale, radiologice
si evaluari psiho-sociale realizate de catre medici de specialitate, cu experienta
n activitatea de transplant hepatic.

In THDV, grefa poate fi reprezentati de hemificatul drept sau sting,
sectiunea laterala stanga (segmentele hepatice 2 si 3), sau sectiunea posterioara
dreaptd (segmentele hepatice 6 si 7); prelevarea sectiunii laterale stangi sau a



hemificatului sting sunt procedurile cu riscul chirurgical cel mai scazut pentru
donator. Parenchimul hepatic restant la donator trebuie sa fie de >/= 35% din
volumul total initial, pentru asigura o functie hepatica postprelevare optima. in
acelasi timp, grefa recoltata trebuie sa aibd un volum suficient pentru a asigura o
functie hepatica optima la primitor. Astfel, raportul de greutate dintre grefa si
primitor este recomandat a fi de minimum 0,8%, ce trebuie sa depaseasca 1% in
prezenta unor factori cum ar fi insuficienta hepatica severa si/sau hipertensiunea
portald. De asemenea, calitatea parenchimului grefei trebuie sa fie optima,
factori ca steatoza avansata putand contraindica prelevarea.

Selectarea donatorului viu trebuie sa fie realizata prin evaluare
multidisciplinara, de catre medici specialisti cu experientd in transplantul
hepatic. Prelevarea grefei hepatice trebuie sa fie realizata de echipe chirurgicale
pregatite in domeniu, in unitdti sanitare acreditate pentru transplant de organe de
origine umana.

Protocol

1. Selectia donatorului viu de grefa hepatica:

- relatia cu primitorul - donatorii sunt, de regula, inruditi cu primitorii, dar pot
fi si neinruditi;

- varsta, intre 18 1 60 de ani, ideal de maximum 45 de ani;

- compatibilitate Tn sistemul grupelor sanguine ABO (nu in mod obligatoriu);

- indice de masa corporala < 30;

- chestionar de evaluare a riscului de transmitere a bolilor infectioase de catre
donatorii de tesuturi/celule (conform prevederilor pct. 2.2.3 din anexa nr. | la
cerintele tehnice pentru donarea, prelevarea, testarea, procesarea, conservarea,
distribuirea, codificarea si trasabilitatea tesuturilor si celulelor de origine umana
utilizate in scopuri terapeutice, precum si notificarea incidentelor adverse severe
si a reactiilor adverse grave survenite in timpul transplantarii lor, stabilite prin
Ordinul ministrului sanatatii nr. 1.763/2007, cu modificarile si completarile
ulterioare);

- interviul cu potentialul donator, care trebuie sa 1si exprime clar dorinta de a
dona in mod voluntar si neconditionat;

- evaluarea criteriilor anatomo-functionale de selectie a donatorului in viata -
se bazeaza, in principal, pe volumetria hepatica si pe evaluarea anatomiei
vascularizatiei hepatice si a drenajului biliar;

- efectuarea analizelor de rutina la potentialul donator (anexate);

- stabilirea indicatiei de prelevare a grefei hepatice;

- stabilirea tipului de hepatectomie;

- semnarea consimtamantului pentru prelevare.

2. Contraindicatiile donarii hepatice:

- contraindicatii absolute:

- generale: infectioase (sepsis sever, HIV/SIDA sau risc crescut HIV,
encefalite virale, tratament anterior cu hormoni de crestere sau pacienti cu risc




de boala Creutzfeld-Jacob) sau neoplazice (neoplazii de organe solide mai
recente de 5 ani; exceptie fac neoplaziile SNC, din care se exclude
glioblastomul multimorf);

- organ-specifice (hepatice): afectiuni hepatice cunoscute, afectiuni
metabolice cu deficite enzimatice Tnndscute (cu manifestare hepatica), istoric de
alcoolism;

- contraindicatii relative - obiceiuri individuale ale donatorului ce compromit
functia diferitelor organe (droguri, medicamente hepato- sau nefrotoxice etc.);
hipertensiune arteriala tratata, fara repercusiuni viscerale; diabetul zaharat
recent instalat, fara efecte sistemice; infectii virale active cu virus hepatitic,
herpetic, citomegalovirus, virus Epstein-Barr (transplant posibil doar la
primitori pozitivi); tratament medicamentos cronic, cu posibile leziuni organice.

3. Prelevarea hepatica de la donatorul viu:

Prelevarea hepatica propriu-zisa - tehnica standard este aceea a unei
hepatectomii, cu respectarea integritatii grefei recoltate, inclusiv a
vascularizatiei si a drenajului biliar, care sa permitd implantarea ulterioara la
primitor. Disectia elementelor hilului hepatic se face minimal, atat cat sa obtina
expunerea corespunzatoare a elementelor bilio-vasculare ce urmeaza a fi
recoltate, astfel incat sa se asigure dimensiuni (lungime, diametru) suficiente
pentru implantare (dupa o eventuala reconstructie, dupa caz). Canalul hepatic nu
se izoleaza complet, pentru a se evita devascularizarea sa; in cazul unor variante
anatomice documentate preoperator, colangiografia intraoperatorie poate asista
in reperarea nivelului optim de sectionare a ductului/ductelor hepatic(e)
aferent(e) grefei. Pentru a se evita stenoza la nivelul bontului canalului biliar
drept, sutura acestuia se realizeaza printr-0 plastie cu fire resorbabile separate;
in unele cazuri se aplicd drenaj Kehr. Daca se realizeaza minicoledocodomia
longitudinald, aceasta este intotdeauna inchisa primar printr-o sutura
transversala. O exceptie o reprezintd reconstructia completa a cdilor biliare la
donator; pentru aceasta, ramurile biliare sunt cateterizate cu un dren de silicon
de calibru mic, dupa metoda Volker. Integritatea elementelor vasculo-biliare ale
ficatului restant la donator trebuie conservata in conditii optime. Timpul de
ischemie calda atat a grefei, cat si a ficatului restant va fi minimal. Sectiunea
parenchimului se realizeaza prin tehnicile consacrate (pean-clazie, bisturiu cu
ultrasunete etc.). Clamparea vaselor grefei de recoltat se desfasoara intr-0
secventa rapida, dupa cum urmeaza: artera hepatica, vena porta si vena hepatica
(alocate grefei). Integritatea elementelor vasculare ale ficatului restant sunt
verificate prin ecografie intraoperatorie, iar in timp ce arborele biliar restant
poate fi verificat prin colangiografie intraoperatorie.

4. Prelucrarea grefei hepatice pe "back-table™:

Perfuzia grefei cu solutia de prezervare dedicata, care se realizeaza prin
cateterizare arteriald si portald. Spalarea grefei cu solutie de prezervare se face
prin cateterizare arteriala si portald pana cand efluentul devine clar. Se folosesc
2 ml de solutie de conservare/gram de grefa in artera si 3 ml de solutie de



conservare/gram de grefa in vena porta. La perfuzia arteriald se foloseste o
presiune de injectare de maximum 80 mm Hg.

Prepararea grefei este precedata de verificarea caracteristicilor anatomice ale
grefei. Pentru aceasta se deschid, in mod special, venele posterioare si cele care
se afla la nivelul transei de rezectie, astfel incat sa se obtina drenajul solutiei de
conservare la acest nivel. Prin ocluzia selectiva a venei porte, a venei hepatice
drepte si a tuturor venelor de drenaj se determina care dintre venele posterioare
vor fi conservate in vederea reconstructiei vasculare prin reconstructia venelor
hepatice, vascularizatiei portale, arteriale sau a cailor biliare. Cand este necesar,
se va realiza reconstructia venelor hepatice sau a venelor portale duble sau a
cailor biliare. Etanseitatea sistemului venos este verificata prin clamparea venei
hepatice a graftului. Cel mai frecvent este necesara reconstructia drenajului
venos, in conditiile in care vena/venele segmentati(e) implicata(e) are/au un
diametru de peste 5 mm. Necesitatea realizarii unor cai de drenaj venos
suplimentare este determinata si prin observarea calitatii si cantitatii refluxului
la nivelul venelor hepatice; acesti parametri fiziologici influenteaza indicatia de
reconstructie a unor vene segmentare, mai mult decat marimea propriu-zisa a
venei respective.

Fisa de investigare a donatorului de fragment hepatic

Nume Prenume

Sex

Grup ABO Rh

Indltime/ greutate/ BMI (indice de masad corporald)

Antecedente personale fiziologice

Antecedente personale patologice:

- afectiuni actuale si anterioare

- interventii chirurgicale

- transfuzii

- medicatie cronica

Antecedente heredo-colaterale

Hemoleucograma (hemoglobind, trombocite, leucocite cu formula
leucocitard)

Coagulograma (INR, APTT)

Enzime hepatice (AST, ALT, GGT, fosfataza alcalind)

Bilirubina (totala, directa si indirecta)

Markeri virali VHB, VHC, VHD, virus Ebstein-Barr, virus citomegalic, HIV
I1si2

Markeri toxoplasma

Test depistare sifilis (VDRL) Markeri tumorali (CEA, CA 19.9, CA125,
AFP, PSA)

Probe renale (creatinina, uree)

[onograma (Na, K, Ca)



Glicemie

Profil lipidic (colesterol, LDL, HDL, trigliceride)
Ecografie abdomino-pelvina

Punctie biopsie hepatica pentru evaluarea steatozei hepatice
Tomografie computerizata cu volumetrie hepatica
RMN, inclusiv angio- si colangioRMN
Arteriografie (in cazuri selectionate)

Radiografie pulmonara

EKG/ecocord/consult cardiolog

EDS

Colonoscopie

Mamografie

Test Papanicolau

Consult endocrinolog

Consult ginecologic

Consult urologic

Consult neuropsihologic

ANEXA 3

Protocol de prelevare a grefei hepatice de la donatorul Tn moarte
cerebrala

Donarea de organe de la donator decedat - actul de a ceda organe din corpul
unei persoane aflate Tn moarte cerebrald unui pacient cu indicatie de transplant.

Transplantul de organ (sinonim cu grefd de organ) - inlocuirea totala sau
partiald a unui organ cu functie compromisa ireversibil, cu un organ sau cu parti
ale acestuia, provenind de la un donator.

Transplantul hepatic de la donator decedat - reprezinta o metoda de transplant
hepatic care foloseste grefa hepatica de la donatorul in moarte cerebrala sau
cardiaca, in vederea implantarii la pacienti cu afectiuni hepatice in stadiul
terminal, atat copii, cat si adulti.

Grefa hepatica - ficat intreg sau fragment de ficat recoltat, ce indeplineste
conditiile de a fi transplantat.

Donator decedat - donator decedat, fara activitate cardiaca, persoana la care s-
a constatat oprirea cardiorespiratorie iresuscitabila si ireversibild, confirmata in
spital de doi medici primari, exceptie facand situatiile fara echivoc, iar donator
decedat cu activitate cardiaca este reprezentat de persoana la care s-a constatat
Tncetarea ireversibila a tuturor functiilor creierului, donatori de la care se
preleveaza grefa hepatica.

Primitor - pacientul care beneficiaza de transplantarea grefei hepatice.

Protocol



Prelevarea grefei hepatice trebuie sa fie realizata de echipe chirurgicale
pregatite In domeniu, 1n unitdti sanitare acreditate pentru activitatea de prelevare
de organe de origine umana, conform art. 142 lit. a) din Legea nr. 95/2006
privind reforma in domeniul sdnatatii, republicata, cu modificarile si
completarile ulterioare.

Prelevarea se poate realiza de la donatori in moarte cerebrala, dar care au
activitate cardiaca, categorie de donatori unanim acceptatda de majoritatea
centrelor si de la donatori aflati in stop cardiac (non-heart-beating donors).
Acestia din urma se pot imparti dupa criteriile Maastricht in urmatoarele grupe:

1. necontrolati (la care timpul de ischemie calda nu este cunoscut cu
exactitate):

- tip | - adus decedat;

- tip Il - esec al resuscitarii,

2. controlati (la care timpul de ischemie calda este cunoscut):

- tip 111 - pacient care nu este in moarte cerebrala, dar la care este asteptat un
stop cardiac;

- tip IV - stop cardiac la pacient aflat in moarte cerebrala;

- tip V - stop cardiac neasteptat la pacient aflat in unitatea de terapie
intensiva;

- tip VI - stop cardiac la pacient aflat pe ECMO (Extra Corporeal Membrane
Oxygenation).

In cazul donatorilor aflati in moarte cerebral, calitatea organelor prelevate
este cuantificata prin parametrii generali care tin de donator (cum ar fi
stabilitatea hemodinamica a donatorului sau boli preexistente ale acestuia), dar
s1 prin parametrii specifici fiecarui organ prelevat.

Parametrii monitorizati in cazul prelevarii hepatice sunt:

- varsta;

- indicele de masa corporala;

- numar zile de spitalizare 1n terapie intensiva;

- gradul de stabilitate al donatorului: substante vasopresoare folosite;
- stop cardiac resuscitat;

- biochimia sanguina: Na, TGO, TGP, bilirubina totala;

- serologia sangelui: VHB, VHC, CMV, EBV, toxoplasma, HIV;

- screening microbiologic;

- biopsie hepatica (steatoza hepatica).

Selectia donatorilor
Criteriile standard de selectie a donatorilor sunt urmatoarele:

- parametrii legati de donator: varsta < 65 de ani; indice de masa corporala <
30 kg/m?;



- factori legati de terapia intensiva: durata de internare in terapie intensiva cu
ventilatie mecanica < 7 zile; fara hipotensiune arteriald prelungita, cu suport
vasopresor minim (un agent vasopresor in doze mici/moderate);

- steatoza hepatica macroveziculara < 30%;

- tulburari biochimice: Na seric < 165 mEq/L; disfunctie hepatica (AST/ALT
< 3X; BT < 3 mg/dl);

- factori infectiosi: fara infectii virale (VHB, VHC, HIV, HTL) sau
bacteriene;

- factori de risc pentru neoplazie: boald neoplazica in antecedente (exceptie:
tumorile cerebrale primare fara sunt peritoneal);

- timp de ischemie rece redus (< 12 ore).

Cererea crescutd de organe a dus la extinderea criteriilor de selectie, cu
includerea unor grefe considerate anterior necorespunzatoare transplantarii.
Criteriile extinse de selectie a donatorilor sunt urmatoarele:

- parametrii legati de donor: varsta > 65 de ani; indice de masa corporalda > 30
kg/m?;

- factori legati de terapia intensiva: durata de internare in terapie intensiva cu
ventilatie mecanica > 7 zile; hipotensiune arteriald prelungita, cu suport
vasopresor (>/= 2 medicamente vasopresorii, doze mari de dopamina si
epinefrind);

- steatoza hepatica: > 30% dar </= 60% la biopsia hepatica;

- tulburari biochimice: Na seric > 165 mEq/L; disfunctie hepatica (AST/ALT
> 3X; BT > 3 mg/dl);

- factori infectiosi:

- infectii virale: serologie pozitiva pentru VHB si/sau VHC; infectia cu virus
HTL (in ariile endemice); donori cu risc infectios ridicat (consumatori de
droguri iv, hemofilici etc.);

- infectii bacteriene: sepsa cu hemoculturi pozitive; meningita;

- factori de risc pentru neoplazie: boald neoplazica extrahepatica in
antecedente;

- timp de ischemie rece prelungit (> 12 ore).

Grefele hepatice marginale de la donatori n varsta cu steatoza hepatica sau
cu hepatita cu VHC pot fi transplantate cu succes la receptori selectati. Gradul
de afectare steatotica hepatica este direct proportional cu functia grefei
posttransplant, astfel incat steatoza usoara (< 30% din hepatocite cu vacuole
lipidice la biopsia hepaticd) se accepta pentru grefele standard, steatoza
moderata (30% - 60% din hepatocite cu vacuole lipidice la biopsia hepatica)
intrd in criteriile extinse pentru grefele marginale, in timp ce steatoza severa (<
60% din hepatocite cu vacuole lipidice la biopsia hepaticd) reprezinta
contraindicatie relativa pentru transplant, fiind asociata cu o rata crescuta de
functie nonprimara.

Donatorii in stop cardiac pot reprezenta o sursa de grefe hepatice de pana la
20% din totalul grefelor disponibile, cei controlati asigurand rezultate net



superioare celor necontrolati. Calitatea grefelor este inferioara grefelor standard,
fiind asociate cu o rata crescuta de retransplant, exceptand situatiile in care se
obtine un timp de ischemie calda < 30 min si de ischemie rece < 10 h, putandu-
se astfel obtine supravietuiri similare cu grefele standard. Hipernatremia (Na >
155 mEqg/l) este un factor predictiv cu impact negativ cert asupra functiei
hepatice posttransplant, asociata cu o ratd crescuta de nonfunctie primara.
Corectia hipernatremiei inainte de recoltare elimind acest impact negativ.
Suportul inotrop la donatorii hipotensivi are de asemenea un impact negativ
asupra rezultatelor post-transplant. Compromiterea functionala a graftului
imediat post-transplant este frecventa in cazul donatorilor cu suport vasopresor
bazat pe noradrenalina sau dopamina in doze > 6 - 10 pg/kg/min, indiferent
daca inainte de prelevare donatorul este stabil sau instabil hemodinamic.

Donatorii potentiali nu trebuie eliminati daca sunt infectati viral. In cazul
infectiei cu virusul hepatotrop B (VHB) cu antigen core (+) (atg HBc+),
transplantul este fezabil la primitorii vaccinati anti-VHB sau la pacientii cu
infectie activd VHB doar daca este asociat cu tratament antiviral (lamivudind) si
imunoglobuline anti-VHB. Acest tip de tratament este eficient si In prevenirea
la primitor a hepatitei VHB de novo (19) sau a transmiterii infectiei de la
donatori doar cu anticorpi anti-HBc (+) (atc antiHbc+). Tn plus, donatorii care
au doar antigenul de suprafata (+) (atg HBs+) par sd nu transmita infectia VHB
la primitor.

Hepatita cu virusul hepatotrop C (VHC) este relativ frecventa in randul
potentialilor donatori (circa 5%), reprezentand inifial o contraindicatie de
recoltare, datorita suspiciunii de functie alterata si a riscului de transmisie
infectioasd; ulterior s-a demonstrat ca aceste grefe se pot transplanta cu succes
la primitorii infectati anterior cu VHC, cu rate de supravietuire de la 1 si 5 ani
post-transplant, similare cu grefele neinfectate.

Donatorti cu neoplazii pot transmite afectiunea primitorului; anumite tipuri
de neoplazii ale sistemului nervos central (astrocitom, glioblastom,
meduloblastom), tumori cerebrale care au depasit bariera hematoencefalica si
tumorile cerebeloase determina excluderea potentialului donator, exceptand
situatia in care se asociaza starea grava a primitorului cu absenta unei grefe
alternative. Donatorii cu istoric de neoplazii extrahepatice sunt acceptati ca
donatori marginali.

Prelevarea grefei hepatice

In functie de stabilitatea donatorului, prelevarea se poate realiza in trei
variante tehnice:

- rapida - folosita de electie Tn cazul donatorilor instabili, obiectivul acesteia
fiind canularea, cat mai rapida a aortei si a venei porte, asigurand perfuzarea
organelor cu solutie de prezervare, chiar si in conditiile unui stop cardiac. In
masura in care stabilitatea donatorului permite, sunt ligaturate Tnainte de cross-
clamping si arterele gastroduodenala, splenica si gastricad stanga, disectia



elementelor pediculului hepatic fiind realizata dupd momentul cross-
clampingului;

- intermediara - cea mai folosita, presupune o disectie preliminara a
elementelor vasculobiliare Tnainte de cross-clamping si perfuzare cu solutie de
prezervare, disectie care se finalizeaza ulterior;

- clasica - presupune disectia extensiva a elementelor vasculo-biliare hepatice
Tnainte de perfuzarea cu solutie de prezervare; avantajul este reducereca
perioadei de ischemie rece a grefei, contrabalansat de dezavantajul riscului de
ischemie a grefei prin torsiunea pediculilor vasculari.

Inspectia cavitatii abdominale poate evidentia leziuni hepatice de natura
tumorala sau post-traumatica, tumori maligne sau focare septice, leziuni ce
contraindica recoltarea. Evaluarea macroscopica a ficatului dupa mobilizare
partiald este importanta, putand semnala, de exemplu, prezenta unei steatoze
care necesita biopsie hepatica si examen histopatologic extemporaneu. O atentie
deosebitd trebuie acordatd vascularizatiei arteriale hepatice, putand fi intalnite
variante anatomice in 23 - 45% din cazuri; recunoasterea acestor variante este
obligatorie, interceptarea accidentala a unei surse arteriale putand compromite
integritatea grefei hepatice. Pentru evitarea unor leziuni accidentale iatrogene in
cazul variantelor anatomice se recomanda:

- sectionarea micului epiploon se face cu atentie pentru a evita lezarea unei
eventuale artere hepatice stangi accesorie sau inlocuita;

- artera hepaticd dreaptd din artera mezenterica superioard este detectata prin
prezenta pulsatiilor de tip arterial pe fata posterioara a hilului hepatic;

- in portiunea infraduodenald, artera hepatica dreapta cu origine in artera
mezentericd superioara are un traiect deosebit de variabil in raport cu capul
pancreasului, atat in plan sagital (putand fi situata posterior de capul pancreatic
sau intracefalic pancreatic), cat si ca pozitionare in plan frontal (mai lateral sau
mai medial in raport cu pozitia venei porte si, respectiv, a confluentului
splenomezenteric);

- diferentierea dintre o arterd hepatica dreapta din artera mezenterica
superioara de calibru redus si o artera cu apartenenta la reteaua pericoledociala
de calibru mai mare se poate face prin plasarea unui bulldog fin, in primul caz
observandu-se delimitarea unei zone de parenchim hepatic colorat diferit de
restul ficatului si absenta pulsului distal de locul aplicarii bulldogului;

- in acelasi mod se poate pune in evidenta caracterul terminal al unei artere
hepatice stangi din artera gastrica stanga, prezenta pulsului distal de punctul de
plasare a bulldogului semnificand existenta unor colaterale anastomotice
arteriale n hil.

"Cross-clamping-ul" se realizeaza dupa disectia elementelor vasculobiliare
hepatice si controlul vaselor mari (aortd, vena cava inferioard), fiind reprezentat
de oprirea cordului prin clamparea aortei infradiafragmatice, perfuzarea
organelor abdominale cu solutie de prezervare rece prin canulele plasate in porta
(1 ml/g tesut hepatic) si aorta (3 ml/g tesut hepatic) sau, dupa alti autori, cu 2 1



solutie de prezervare pe porta si 5 1 solutie pe aorta, sectionarea venei cave
inferioare juxtacardiac Tn portiunea ei intrapericardica si la nivel infrarenal si
refrigerarea viscerelor abdominale prin umplerea cavitatii abdominale cu gheata
sterild; de asemenea se plaseaza o pensa pe radacina mezenterului (in cazul in
care nu se preleveaza intestin). Dupa "cross-clamping" se procedeaza la
detasarea piesei de hepatectomie totald in bloc cu patch diafragmatic, cu vena
cava inferioara retrohepatica, prin sectionarea circumferentiala a acesteia
juxtacardiac si apoi infrahepatic deasupra ostiilor venelor renale; se sectioneaza
vena portd cu pastrarea unui fragment venos cat mai lung atasat grefei; se diseca
trunchiul celiac pana la originea sa aortica, recoltandu-se n bloc cu patch aortic.

Alte variante de prelevare hepatica sunt reprezentate de:

- prelevarea de la donatori in stop cardiac (*'non heart-beating donors") - se
face cu rezultate bune daca se realizeaza in maximum 30 de minute de la
instalarea stopului cardiac, calitatea acestora putand fi comparabild cu cea a
grefelor provenite de la donatori in moarte cerebrald. Organele sunt perfuzate
initial cu ser fiziologic, urmat de solutie de prezervare, prin intermediul unui
cateter prin abord femural, prevazut cu doud balonase care se umfla in aorta
suprahepatic si infrarenal, sub control radiologic, pentru a perfuza strict
organele de prelevat. Outflow-ul este asigurat printr-un cateter introdus prin
abord femural in vena cava inferioara. Prelevarea se face cat mai rapid, organele
urmand a fi perfuzate "ex-situ" cu solutie de prezervare. O alternativa la aceasta
tehnica consta in canulare exclusiv aortica, cu canularea acesteia la nivelul
crosei sau infradiafragmatic (in functie de realizarea sau nu a sternotomiei
mediane);

- prelevarea cu split-liver "in situ" - folosita pentru impartirea ficatului intre
doi receptori, cel mai frecvent copil si adult, impartirea facandu-se n
segmentele 2 - 3 si restul ficatului sau in segmentele 2 - 3 - 4 si restul ficatului;
separarea fragmentelor hepatice se realizeaza inainte de "cross-clamping".
Pentru a se preta impartirii, grefa hepatica trebuie sd aiba un volum suficient, o
calitate optima a parenchimului §i o anatomie vasculara care sa permita
divizarea ficatului in doua unitati morfofunctionale independente;

- prelevarea cu split-liver ex-vivo - consta in recoltarea ficatului in intregime
si impartirea sa pe "back-table";

- prelevarea n bloc ficat-pancreas - consta in ridicarea in bloc a celor doua
organe cu petec aortic de trunchi celiac si arterd mezenterica superioard, dupa
mobilizarea prealabila a acestora si dupa "cross-clamping”, cu separarea
ulterioard pe "back-table", cu pastrarea integritatii arterei splenice;

- prelevarea in bloc ficat-pancreas-intestin - presupune initial lavajul
intestinului pe o sonda nazo-jejunala cu o solutie salina cu antibiotice; jejunul se
sectioneaza cat mai aproape de unghiul Treitz; pancreasul este separat de vena
porta si de vena mezenterica superioard prin transsectiune la nivelul istmului
pancreatic (in cazul donatorului instabil separarea de pancreas se poate face pe
"back-table"). Sectiunea ileonului trebuie facuta cat mai tarziu pentru a permite



evacuarea cat mai completa a continutului intestinal in colon. Ridicarea piesei
de hepatectomie si enterectomie se face cu petec aortic de trunchi celiac si artera
mezenterica superioara (patch Carell) care poate fi prelungit pe "back-table"” cu
un grefon iliac prelevat de la donator. Unii autori recomanda disectia in-Situ a
hilului hepatic cu identificarea variantelor anatomice arteriale si scurtarea
consecutiva a timpului de back-table destinat separarii organelor.

Dupa recoltare, ficatul este perfuzat ex-vivo cu solutie de prezervare la
nivelul trunchiului celiac s1 venei porte si se efectueaza un lavaj al caii biliare.
Sunt indepartate excesul de tesut conjunctiv si diafragmul solidar cu grefa
hepatica. Se prepard vena cava inferioara in vederea anastomozarii, in functie de
modalitatea dorita: prin interpozitie, termino-terminal sau latero-lateral (intre
cava receptorului si cava donatorului dupa inchiderea celei din urma la cele 2
capete), sau terminolateral cu extremitatea craniala a caveir donatorului ("piggy-
back tehnique" - tehnica Belghiti) sau anastomoza cavo-cava prin triangulatie
(tehnica Belghiti modificatd), ultima asigurand un outflow optim. Se prepara
apoi elementele pediculului hepatic in vederea anastomozarii, cu verificarea
etanseitatii venei porte si a arterei hepatice. In cazul unor variatii anatomice ale
arterei, se apeleaza la artificii tehnice de reducere a partenerului anastomotic
arterial la un singur traiect arterial de dimensiuni convenabile. Tn cazul in care
artera hepatica a receptorului nu furnizeaza un flux sanguin acceptabil, ficatul se
poate vasculariza prin interpozitia unui grefon arterial (artera iliaca de la
receptor) intre patch-ul de trunchi celiac al grefei si aorta receptorului, la nivel
infrarenal.

Conservarea grefei hepatice

Grefa recoltatd este ambalata in saci sterili si etichetatd conform Ordinului
ministrului sandtatii publice nr. 1.763/2007 privind stabilirea cerintelor tehnice
pentru donarea, prelevarea, testarea, procesarea, conservarea, distribuirea,
codificarea si trasabilitatea tesuturilor si celulelor de origine umana utilizate in
scopuri terapeutice, precum si notificarea incidentelor adverse severe si a
reactiilor adverse grave survenite in timpul transplantarii lor, cu modificarile si
completdrile ulterioare, si transportata in container frigorific in gheata. Se
recomanda ca perioada de ischemie rece (intervalul dintre "cross-clamping" si
finalizarea anastomozelor cavo-cava si porto-portala cu declamparea acestora)
sd nu depaseasca 12 ore, prelungirea sa putand afecta calitatea grefei hepatice.

Pentru péstrarea optima si de lungd durata a grefelor hepatice se recomanda
folosirea unor dispozitive de perfuzie, care se clasifica in functie de temperatura
de functionare in:

- normotermice - mimeaza conditiile de functionare in vivo, cu mentinerea
metabolismului celular, realizand oxigenarea si incalzirea organului, precum si
perfuzia acestuia cu substante nutritive (glucoza, aminoacizi, insulind),
substante anticoagulante (heparind, prostaciclind) si agenti care sa reduca
edemul celular, colestaza si leziunile date de radicalii liberi, pentru a obtine



ameliorarea functiei grefei, in special in caz de steatoza sau prelevare de la
donatori in moarte cardiaca;

- hipotermice - au rolul de a reface energia tisulara si rezerva de glicogen,
prevenind scaderea ATP, dar nu sunt inca stabilite indicatii precise cu privire la
durata oxigenarii si debitul oxigenului administrat, abuzul ducand la cresterea
rezistentei vasculare si leziuni endoteliale;

- subnormotermice - temperatura de functionare are o valoare intermediara
intre celelalte doua tipuri, de circa 20 - 28°C, scopul fiind evitarea
dezavantajelor date de hipotermie, cu mentinerea functiei mitocondriale
asiguratda de normotermie.

ANEXA 4

Protocol de prelevare a grefei pancreatice de la donatorul Tn moarte
cerebrala

Prelevarea de organe se poate realiza de la donatori in moarte cerebrala, dar
care au activitate cardiaca, categorie de donatori unanim acceptata de
majoritatea centrelor, precum si de la donatori aflati in stop cardiac (non-heart-
beating donors). Acestia din urma se pot Imparti, dupa criteriile Maastricht, in
urmatoarele grupe:

1. necontrolati (la care timpul de ischemie calda nu este cunoscut cu
exactitate):

- tip | - adus decedat;

- tip Il - esec al resuscitarii,

2. controlati (la care timpul de ischemie calda este cunoscut):

- tip 111 - pacient care nu este in moarte cerebrala, dar la care este asteptat un
stop cardiac;

- tip IV - stop cardiac la pacient aflat in moarte cerebrala;

- tip V - stop cardiac neasteptat la pacient aflat in unitatea de terapie
intensiva;

- tip VI - stop cardiac la pacient aflat pe ECMO (ExtraCorporeal Membrane
Oxygenation)

In cazul donatorilor aflati in moarte cerebrali, calitatea organelor prelevate
este cuantificata prin parametrii generali care tin de donator (cum ar fi
stabilitatea hemodinamica a donatorului sau boli preexistente ale acestuia), dar
s1 prin parametrii specifici fiecarui organ prelevat. Parametrii monitorizati in
cazul prelevarii pancreatice sunt:

- varsta;

- indicele de masa corporala;

- numar zile de spitalizare 1n terapie intensiva;

- gradul de stabilitate al donatorului: substante vasopresoare folosite;

- stop cardiac resuscitat;



- serologia sangelui: VHB, VHC, CMV, EBV, toxoplasma, HIV;
- screening microbiologic

Selectia donatorilor

Criteriile standard de selectie a donatorilor sunt urmatoarele:

- parametrii legati de donator: varsta < 65 ani; indice de masa corporala < 30
kg/m?;

- factori legati de terapia intensiva: durata de internare in terapie intensiva cu
ventilatie mecanica < 7 zile; fara hipotensiune arteriald prelungita, cu suport
vasopresor minim (un agent vasopresor in doze mici/moderate);

- steatoza hepaticd macroveziculara < 30%;

- factori infectiosi: fara infectii virale (VHB, VHC, HIV, HTL) sau
bacteriene;

- factori de risc pentru neoplazie: boala neoplazica in antecedente (exceptie
tumorile cerebrale primare fara sunt peritoneal);

- timp de ischemie rece redus (< 12 ore).

Cererea crescutd de organe a dus la extinderea criteriilor de selectie, cu
includerea unor grefe considerate anterior necorespunzatoare transplantarii.
Criteriile extinse de selectie a donatorilor sunt urmatoarele:

- parametrii legati de donor: varsta > 65 ani; indice de masa corporald > 30
kg/m?;

- factori legati de terapia intensiva: durata de internare in terapie intensiva cu
ventilatie mecanica > 7 zile; hipotensiune arteriald prelungita, cu suport
vasopresor (>/= 2 medicamente vasopresorii, doze mari de dopamina si
epinefrind);

- factori infectiosi;

- infectii bacteriene: sepsa cu hemoculturi pozitive; meningita;

- timp de ischemie rece prelungit (> 12 ore).

Suportul inotrop la donatorii hipotensivi are de asemenea un impact negativ
asupra rezultatelor post-transplant. Compromiterea functionala a graftului
imediat post-transplant este frecventa in cazul donatorilor cu suport vasopresor
bazat pe noradrenalind sau dopamina in doze > 6 - 10 pg/kg/min, indiferent
daca inainte de prelevare donatorul este stabil sau instabil hemodinamic.

Este cunoscut faptul ca donatorii cu neoplazii pot transmite afectiunea
primitorului. Anumite tipuri de neoplazii ale sistemului nervos central
(astrocitom, glioblastom, meduloblastom), tumori cerebrale care au depasit
bariera hematoencefalica si tumorile cerebeloase determina excluderea
potentialului donator, exceptand situatia in care se asociaza starea grava a
primitorului cu absenta unei grefe alternative. Conform datelor UNOS, in SUA,
2 din 891 de donatori cu istoric de neoplazie (de cancer de piele nonmelanom si
melanom, neoplazii ale sistemului nervos central sau carcinom de col uterin)
sau cu neoplazii active (carcinom bazocelular sau scuamos cutanat, neoplazii ale
sistemului nervos central) au transmis neoplazia la primitor.



Prelevarea grefei pancreatice

In functie de stabilitatea donatorului, prelevarea se poate realiza in trei
variante tehnice:

- rapida - folosita in cazul donatorilor instabili;

- intermediara - cea mai folosita;

- clasica - presupune disectia extensiva a elementelor vasculare.

Abordul chirurgical pentru prelevare se face printr-o incizie xifo-pubiana,
completata ulterior cu o sternotomie mediana, cu deschiderea pericardului.
Inspectia cavitatii abdominale poate evidentia leziuni hepatice de natura
tumorala ori post-traumatica sau tumori maligne ale organelor ori focare
septice, leziuni ce contraindica recoltarea. Evaluarea macroscopica a
ficatului/pancreasului/rinichilor dupd mobilizare partiald este importanta. O
atentie deosebita trebuie acordata vascularizatiei arteriale hepato-pancreatice,
putand fi intalnite variante anatomice in 23 - 45% din cazuri.

Recunoasterea acestor variante este obligatorie, interceptarea accidentala a
unei surse arteriale putand compromite integritatea grefelor.

In tehnica intermediara de prelevare se incepe cu colecistectomia, urmata de
disectia si ligatura coledocului cat mai distal. Se identifica si se ligatureaza
artera pilorica si se evita ligatura sau injuria adusi arterei gastroduodenale. In
continuare se identifica si se ligatureaza artera gastrica stanga, evidentiindu-se
trunchiul celiac. Nu se leaga sau sectioneaza artera splenica. Se evidentiaza
aorta la nivel infradiafragmatic prin sectionarea sau disocierea pilierului
diafragmatic drept.

Latuirea aortei infradiafragmatice are ca scop izolarea viscerelor abdominale
ce urmeaza a fi prelevate, in vederea perfuzarii lor intr-o circulatie izolata, dupa
momentul “cross-clamping-ului". Se canuleaza vena mezenterica inferioara,
controland supramezocolic prezenta canulei la nivelul venei porte. Dupa
canulare se verifica permeabilitatea canulei, aspirand si injectand pe aceasta un
bolus ("flush") de ser fiziologic. Se diseca apoi aorta infrarenald prin ligatura si
sectionarea arterei mezenterice inferioare si se diseca circumferential, cat mai
aproape de bifurcatia acesteia, nivel la care se canuleaza aorta dupa ligatura
distala. Se evidentiaza vena cava inferioara la nivelul formarii ei din cele doua
vene iliace comune. Se administreaza sistemic un bolus de heparina (300 Ul/kg
corp).

Urmeaza momentul "cross-clamping-ului* reprezentat de oprirea cordului
prin clamparea aortei infradiafragmatice, perfuzarea organelor abdominale cu
solutie de prezervare rece prin canulele plasate in portd (1 ml/g tesut hepatic) si
aorta (3 ml/g tesut hepatic) sau dupa alti autori cu 2 | solutie de prezervare pe
porta si 5 1 solutie pe aorta, sectionarea venei cave inferioare juxtacardiac in
portiunea ei intrapericardica si la nivel infrarenal, si refrigerarea viscerelor
abdominale prin umplerea cavitdtii abdominale cu gheata sterild; de asemenea,



se plaseaza o pensa pe radacina mezenterului (in cazul in care nu se preleveaza
intestin).

Dupa "cross-clamping" se procedeaza la detasarea piesei de hepatectomie
totala in bloc cu patch diafragmatic, cu vena cava inferioara retrohepatica, prin
sectionarea circumferentiald a acesteia juxtacardiac si apoi infrahepatic
deasupra ostiilor venelor renale; se sectioneazd vena portd cu pastrarea unui
fragment venos cat mai lung atasat grefei; se diseca trunchiul celiac pana la
originea sa aorticd, recoltandu-se in bloc cu patch aortic. Se sectioneaza arterele
gastroeduodenala si splenica, ramuri din trunchiul celiac si se pastreaza bonturi
neligaturate de dimensiuni adecvate pentru a permite reconstructia cu grefon
arterial in "Y", pe "back-table". Se penseaza, se sectioneaza si se ligatureaza
toate tributarele din alte surse decat artera splenica si gastroduodenala, astfel
incat sa se extraga o grefa cat mai pufin traumatizatd. Se penseaza, se
sectioneaza si se ligatureaza vasele splenice la nivelul extremitatii caudale a
pancreasului. Se diseca cu atentie portiunea posterioara a pancreasului. Se
sectioneaza vena portd la nivel infrapancreatic si la nivel suprapancreatic, astfel
incat sa permita prelevarea de tesut venos adecvat si pentru grefa hepatica.

Pentru prelevarea pancreatica se aplicd tehnica "no touch" pe durata intregii
proceduri. Dupa spélare prealabila pe sonda nazogastricd a stomacului cu
solutie antiseptica cu sectionarea (Endo-Gia stappler) duodenului si securizarea
cu stappler vascular a radacinii mezenterului. Axul vascular arterial pancreatic
ramane reprezentat de artera mezentericd superioara si artera splenica, ce se vor
reconstrui n chirurgie ex-vivo utilizand bifurcatia arterei iliace comune a
donatorului. Pregatirea in vederea stocarii si transportului se realizeaza la gheata
in pungi sterile special plasate in lada frigorifica.

Conservarea grefei pancreatice

Grefa recoltatd este ambalata in saci sterili si transportatad in container
frigorific in gheatd. Se recomanda ca perioada de ischemie rece sa nu
depaseasca 8 ore, prelungirea sa putnd afecta calitatea grefei.

ANEXA 5

Protocol de prelevare a rinichilor si pancreasului de la donatorul in
moarte cerebrala

Pacientul se pozitioneaza pe masa de operatie, se spald, se dezinfecteaza si se
1zoleaza locul inciziei.

Se practica incizie mediand pubo-xifoidiana, cu deschiderea cavitatii
peritoneale urmata de:

- decolarea colonului ascendent s1 a duodenului, cu expunerea larga a
spatiului retroperitoneal si a axului vascular aorto-cav;

- izolarea aortei la nivel infrarenal, ligatura arterei mezenterice inferioare;



- izolarea aortei subdiafragmatic;

- canularea aortei infrarenal si conectarea trusei de perfuzie cu solutie de
prezervare (aprox. 6 litri);

- identificarea si izolarea bilaterald a ureterelor pana la nivel infrailiac;

- administrarea intravenos heparina 300 UI-kg corp;

- se clampeaza aorta subdiafragmatic, se declanseaza perfuzia cu solutie de
prezervare la nivel aortic si se sectioneaza vena cava inferioara la nivel
subdiafragmatic si la nivel infrarenal;

- plasarea de gheata la nivelul cavitatii peritoneale cu refrigerare in situ;

- dupa perfuzia cu aproximativ 6 litri solutie de prezervare se efectueaza
recoltarea renala in bloc cu axul vascular principal aorto-cav;

- rinichii sunt separati la gheata prin sectionarea longitudinald a aortei s1 a
venei cave inferioare cu perfuzia suplimentard a grefelor cu aprox. 1 1 solutie de
prezervare,

- grefele renale se stocheaza pe timpul transportului la gheata in pungi
speciale sterile 3 plasate in 1azi frigorifice.

In cazul recoltarii pancreatice se urmeaz tehnica recoltirii multiorgan (ficat,
pancreas, rinichi) in care, dupa recoltarea hepatica si renala, se practica excizia
pancreasului cu axul splenic prin tehnica "no touch" dupa spalare prealabila pe
sonda nazogastrica a stomacului cu solutie antiseptica, cu sectionarea (Endo-Gia
stappler) duodenului si securizarea cu stappler vascular a radacinii
mezenterului. Axul vascular arterial pancreatic raimane reprezentat de artera
mezentericd superioara §i artera splenica care se vor reconstrui in chirurgie ex-
vivo, utilizand bifurcatia arterei iliace comune a donatorului (vezi chirurgie ex-
Vivo).

Pregatirea in vederea stocarii si transportului se realizeaza la gheata in pungi
sterile special plasate in lada frigorifica.

ANEXA 6

Protocol recoltare renala de la donator in viata

Recoltarea rinichiului stang

Se pozitioneaza pacientul in decubit lateral drept cu expunerea zonei lombare
stangi. Aseptizare cu betadina. Drapare cu campuri sterile. Se patrunde
retroperitoneal prin minilombotomie stanga, urmata de rezectia coastei a XII-a
sau a Xl-a, in functie de pozitia rinichiului (rinichiul sting este mai sus situat).

Urmatorul timp operator este reprezentat de izolarea ureterului si disectia sa
descendenta pana la nivelul intersectiei cu vasele iliace. Principala grija in
timpul acestei manevre este salvarea vascularizatiei ureterale reprezentata de
pachetele vasculare ureterale superioare tributare ramurilor arterei renale.
Ureterul trebuie recoltat cu grasimea periureterald indispensabild aportului sau
vascular. Disectia ascendenta se continua pana in vecinatatea polului inferior



renal unde ureterul se desparte de vasele ovariene/spermatice si raimane asociat
grasimii sinusale, foarte importanta pentru vascularizatie.

Timpul operator urmator este reprezentat de disectia rinichiului din atmosfera
grasoasa perirenald, cu eliberarea initiald a polilor superior si inferior. Aceasta
manevra este absolut necesara pentru a putea realiza nefrectomia de urgenta in
cazul unui incident vascular. Vena renala este abordata anterior, cu evidentierea
celor doua tributare principale, vena spermaticd/ovariand, inferior §i vena
suprarenald stanga, superior. Cele doua vene se ligatureaza - sectioneaza, iar
vena renald stanga este ancorata pe lasou. Disectia si ancorarea arterei renale
stangi sunt de preferat a se incepe cat mai departe de sinusul renal, pentru a nu
angaja accidental ramurile mici, iar spre aorta trebuie avut in vedere ramul
constant suprarenalian care trebuie ligaturat si sectionat.

Disectia si izolarea portiunii posterioare a rinichiului si sinusului renal trebuie
sd acorde importanta legaturilor venoase constante si foarte variabile dintre vena
renald stanga si sistemul vascular venos hemiazygos, ce poate fi lezat si poate
produce sangerari importante. Disectia venei renale se va face pana la dreapta
aortei, pentru a castiga lungime in vederea unei anastomoze performante, iar a
arterei renale pana la emergenta sa din aorta. De mentionat aici grija acordata
unor manevre blande pentru evitarea spasmului arterei renale si a suprimarii
diurezei rinichiului, ceea ce va intarzia recoltarea.

Urmatorul timp este declansat de echipa care a asigurat pregatirea
receptorului si a vaselor ce vor primi rinichiul si este reprezentat de sectionarea
ureterului la nivelul vaselor iliace. Nu se sectioneaza ureterul si nu se incepe
nicio manevra de recoltare Tnainte ca transplantul s devinad o certitudine din
punctul de vedere al receptorului. Recoltarea efectiva a rinichiului, respectiv
sectionarea arterei §i venei renale se face in moment de diureza perfecta, cand se
Tncepe cu clamparea si sectionarea arterei sau arterelor renale si se continua cu
clamparea si sectionarea venei renale (sau a venelor renale). Artera si vena
renald sunt apoi ligaturate cu fire lent resorbabile. Tehnica se va adapta
variantelor multiple anatomice care se pot intalni si va avea ca principii
fundamentale siguranta, viteza si blandetea manevrelor.

In cursul disectiei renale vor fi perfuzate solutii de manitol si furosemid
pentru asigurarea unei diureze corespunzatoare (> 100 ml pe ora).

Inchiderea plagii se realizeaza in manieri clasici, iar ingrijirea postoperatorie
este cea adresata oricarei nefrectomii simple.

Timpul urmator este reprezentat de metodele de prezervare renala care vor
asigura eliminarea restantei sanguine din vasele rinichiului si perfuzarea
acestuia cu solutii special cu valoare nutritiva care asigura viabilitatea si
performanta grefei.

Recoltarea rinichiului drept
Se pozitioneaza pacientul in decubit lateral sting cu expunerea zonei lombare
drepte. Aseptizare cu betadina. Drapare cu campuri sterile. Se patrunde



retroperitoneal prin minilombotomie dreaptd, urmata de rezectia coastei a XII-a,
in functie de pozitia rinichiului.

Timpul urmator este reprezentat de recunoasterea, izolarea si disectia
descendenta a ureterului, pana la intersectia cu vasele iliace, in maniera descrisa
si pentru partea stanga, cu prezervarea grasimii periureterale asiguratoare a unei
vascularizatii adecvate posttransplant. Urmeaza disectia ascendentd a ureterului,
n lungul venei cave inferioare, cu descoperirea venei ovariene/spermatice
drepte, tributare cavei de data aceasta.

Rinichiul este disecat pas cu pas din grasimea care 11 asigura protectia, avand
grija la pastrarea integra a capsulei renale. Eliberarea polului superior trebuie
realizata cu mare grija pentru cd majoritatea pediculilor accesori intra si ies din
rinichi pe la acest nivel, iar lezarea lor este un mare handicap.

Timpul operator urmator este reprezentat de ancorarea arterei renale drepte si
a venei renale pe lasou cu disectia lor spre aorta, respectiv vena cava inferioara.

Un element foarte important de tehnica este reprezentat de izolarea completa
a venei cave inferioare, care va permite in momentul recoltarii, clamparea sa
laterald in mod facil, asigurand posibilitatea sectionarii venei renale cu un patch
de vena cava ce va castiga lungime, cunoscandu-se ca principalul handicap al
recoltarii renale de pe partea dreapta il reprezinta lungimea mai mica a venei
renale drepte in comparatie cu cea stanga.

Sectionarea arterei renale drepte este precedata in cele mai multe cazuri de
ligatura si sectionarea ramului suprarenalian ce provine din aceasta, pentru a
castiga lungime arteriala. Sectionarea venei se face in lungul pensei Satinski, iar
defectul parietal al venei cave inferioare se corecteaza prin sutura surjet simplu
cu fir neresorbabil 4x0 dus-intors.

Se respectd aceleasi principii generale de recoltare ca si la rinichiul stang.

ANEXA 7
Protocol recoltare renala de la donator in moarte cerebrala

Tehnica recoltarii grefelor renale in timpul recoltirii multiorgan

In cazul unui donator stabil, se efectueazi o disectie in situ. In cazul unui
donator instabil, se canuleaza vasele si se preleveaza rapid organele. In timpul
recoltarii multiorgan sunt esentiale o buna coordonare si cooperare intre
diferitele echipe chirurgicale. Dupa prelevarea organelor toracice si a ficatului,
daca existd un consens privind indepartarea pancreasului, este recomandabil ca
rinichiul si pancreasul si fie recoltati in bloc si separati pe masa de disectie. In
cazul recoltarii multiorgan, rinichii sunt ultimele organe care se recolteaza.
Plasarea corecta a canulei aortice este esentiala pentru perfuzarea in situ (canula
aorticd nu se introduce dincolo de orificiile arterelor renale; o astfel de plasare
poate avea ca urmare un lavaj insuficient al rinichilor, cu producerea ischemiei
calde). Timpul pentru obtinerea fiecarui organ solid trebuie redus la minimum,



in vederea diminuarii leziunilor ischemice. Prelevarea rinichilor se efectueaza,
de obicei, dupa recoltarea cordului, plamanilor, ficatului si pancreasului.

Disectia preliminard a toracelui este deseori efectuatd de echipa cardiaca
pentru izolarea aortei §i a venei cave superioare, inainte de canulare. Vena cava
inferioard este de asemenea izolata, in vederea evacudrii rapide a sangelui, in
cazul instituirii unei perfuzii in situ.

Pentru perfuzarea adecvata a ficatului, intestinului, rinichilor si pancreasului
se foloseste, pentru canulare, aorta distala. Se efectueaza o disectie
intraabdominala preliminara pentru izolarea aortei. Daca plamanii si/sau cordul
nu urmeaza sa fie prelevati, se efectueaza clamparea intraabdominala a aortei.
Daca pancreasul nu va fi folosit ca organ solid pentru transplantare, vena
mezentericd inferioara se sectioneaza si se canuleaza pentru perfuzia portala a
ficatului, impreuna cu perfuzia aorticd. Se folosesc doi litr1 de solutie (Celsior,
UW etc.), pentru fiecare canuld. Daca se foloseste numai perfuzarea aortica, se
administreaza 3 litri de solutie Tnainte de prelevare.

Fascia Gerota poate fi deschisa pentru expunerea rinichilor, in scopul unei
riciri mai rapide. In timp ce se preleveazi cordul si se introduce perfuzatul rece,
se plaseaza in cavitatea abdominala gheatd in curs de topire (slush), spre a se
asigura racirea suprafetelor ficatului, rinichilor si pancreasului.

In eventualitatea ci artera mezentrica superioara nu este prelevati odata cu
artera celiaca pentru ficat, portiunea superioara a aortei restante poate fi din nou
clampata, pentru perfuzarea in continuare a rinichilor si racire, in timp ce ficatul
este prelevat. In timpul sectiondrii transversale a venei cave intre ficat si rinichi
trebuie evitata lezarea venei renale drepte sau confundarea acestei vene cu o
portiune a venei cave. Vena renala dreaptd poate avea un traiect ascendent,
inainte de a se deschide in vena cava si poate fi sectionatad accidental.

Daca se intentioneaza prelevarea pancreasului, aceastd procedura se
efectueaza inainte de recoltarea rinichilor. Este de evitat lezarea arterei sau
venei renale stangi in timpul disectiei pancreasului. Deseori pancreasul si,
uneori, rinichii sunt prelevati in bloc cu ficatul si, atunci, trebuie separati pe
"backtable".

Nu este necesara disectia extensiva a rinichilor inainte de recoltarea lor, in
special in cazul de prelevare multiorgan. O astfel de disectie retroperitoneala, cu
mobilizarea intestinului subtire §i a intestinului gros pentru expunerea rinichilor,
poate periclita ficatul prin interceptarea intoarcerii venoase prin sistemul port.
In afard de aceasta se poate produce lezarea sau ligaturarea accidental a unor
artere renale aberante, avand ca urmare o perfuzare insuficienta si ischemia
calda a rinichilor.

Disectia este efectuata in sens cranial si este mentinuta cat mai posterior, la
nivelul muschilor paravertebrali. Fascia Gerota este mentinuta atasata de rinichi.
La polii renali superiori, glandele suprarenale sunt lasate intacte, atasate de
rinichi. Rinichii se recolteaza in bloc, fara identificarea structurilor hilare. Daca



donatorul este mai mic de 3 - 4 ani, chirurgul trebuie sa se asigure ca orificiile
arterelor renale nu sunt obliterate de canula aortica.

Tehnica recoltarii grefelor renale singulare

Se practicd o incizie mediana pubo-suprasternald, apoi se adauga o incizie
abdominala transversala transombilicala. Se fixeaza lambourile rezultate cu
pense de campurile operatorii. Se insereaza un departator cu lame multiple,
autostatic. Se examineaza sistematic conginutul abdominal pentru detectarea
unor eventuale anomalii care ar putea contraindica recoltarea.

Pornind de pe partea dreapta, se incizeaza linia Toldt, se prelungeste incizia
deasupra flexurii hepatice si se diseca duodenul. Se ligatureaza si se sectioneaza
artera si vena mezenterica inferioara. Se elibereaza intestinul subtire de
mezenterul sdu pana la ligamentul Treitz. Atat intestinul subtire, cat si intestinul
gros se scot in afara cavitatii abdominale.

Se administreaza intravenos in bolus 12,5 g de Manitol pentru prevenirea
unei vasoconstrictii reactive. Se diseca artera iliacd comuna stanga si se
insereaza un cateter de perfuzie care a fost in prealabil golit de aer. Se
ligatureaza artera sub sediul de insertie al cateterului, apoi se ligatureaza vena
iliacd comuna stangd. Se ligatureaza si se sectioneaza vasele iliace
controlaterale. Cateterul se conecteaza la o punga de 1 litru continand solutie
rece Celsior sau UW-1 si se clampeaza tubul de perfuzie.

Se sectioneaza si se ligatureaza capatul distal al ureterului drept 1anga vezica
urinard. Se mobilizeaza ureterul dinspre peretele posterior cu toate vasele sale
incluse in tesutul periureteral. Se opreste disectia la polul renal inferior. Se
mobilizeaza superficial rinichiul drept, fara sa se deschida fascia Gerota si se
lasa intacta regiunea hilara.

Se procedeaza la fel cu rinichiul sting. Se creeaza o fereastra in mezocolonul
stdng, pentru a avea acces la rinichiul stang. Se expune, se ligatureaza si se
sectioneaza artera mezenterica superioard, retragand duodenul si pancreasul in
sens cranial. Se inlatura tesutul ganglionar si limfatic de la baza arterei celiace si
se ligatureaza si se sectioneaza artera. Se trece in jurul aortei, deasupra
rinichilor, un lasou si apoi se ligatureaza aorta. Se opreste ventilatia. Se
insereaza o canuld de aspiratie In vena cava inferioara si se iriga segmentul
aortic cu solutie rece, prin cateterul iliac. Se urmareste racirea rapida a rinichilor
si drenajul solutiei din canula de venotomie. Se plaseaza in jurul rinichilor
gheata in curs de topire (slush). Ajutorul va sustine rinichii si ureterele. Se
ridica aorta si vena cava distal, de pe peretele posterior al abdomenului, folosind
vasele iliace sectionate pentru tractiune. Se diseca progresiv in sens cranial,
sectionand arterele lombare si alte conexiuni posterioare, cu foarfeci curbe. Se
va evita disectia in regiunea hilului renal. Blocul bireno-aorto-cav poate fi
prelevat in timp ce este perfuzat continuu.

Rinichii se introduc intr-o solutie rece de Ringer lactat (sau Soltran, Celsior,
Custodiol etc.) si se plaseaza pe "back-table". Se deschide fascia Gerota si se



cauta eventualele anomalii care ar putea impiedica transplantarea: anomalii
congenitale, zone de perfuzare insuficienta si petesiale etc. In caz de
probabilitate de boala renala sistemica sau medicala, poate fi prelevata o mica
biopsie de la polul superior al fiecdrui rinichi. Blocul birenoaorto-cav se
pozitioneaza cu fata posterioara la vedere (se rastoarnd) si se sectioneaza
peretele posterior al aortei, intre arterele lombare. Se stabilesc numarul si
localizarea arterelor renale care parasesc aorta. Se readuc in pozitia initiala
rinichii si se separa vena renald stanga de vena cava, cu un manson cav. Vena
renald dreapta este lasatd atasatd de vena cava, astfel incat aceasta sa poata fi
folosita pentru crearea unui conduct pentru prelungirea acestei vene care, de
obicel, este scurtd. Se sectioneaza peretele anterior al aortei si se plaseaza
rinichii in recipiente separate continand solutie Collins sau UW-1 refrigerata,
spre a fi impachetati ulterior in gheata sterild pentru transport.

ANEXA 8
Protocol de prelevare a celulelor stem hematopoietice

Principii

Scopul prelevarii de celule stem hematopoietice consta in obtinerea
grefonului celular necesar procedurii de transplant de celule stem
hematopoietice (cunoscut si ca transplant medular) pentru pacientii care au
indicatie de transplant de celule stem hematopoietice.

Procedura de prelevare de celule stem hematopoietice se refera la doua surse
de celule stem:

a) celule stem hematopoietice recoltate prin afereza din sangele periferic;

b) celulele stem hematopoietice recoltate din maduva osoasa, mai exact din
crestele iliace posterioare, sub anestezie generala.

Prelevarea de celule stem hematopoietice se poate face numai de la donator
viu Tnrudit sau neinrudit cu pacientul, Tnh cazul procedurii de allotransplant, sau
de la pacient in cazul procedurii de autotransplant.

Procedura de prelevare de celule stem hematopoietice periferice (afereza de
celule stem hematopoietice) este procedura prin care, cu ajutorul separatoarelor
celulare n flux continuu (de exemplu: Cobe Spectra, Spectra Optia etc.) se
recolteaza celulele stem hematopoietice din sangele periferic, dupa o prealabila
pregatire (administrare de factor de crestere pentru donatorul sanatos si
administrare de factor de crestere +/- cura de mobilizare pentru pacient) pentru a
obtine un grefon de sange periferic necesar procedurii de transplant de celule
stem hematopoietice.

Procedura de prelevare de celule stem hematopoietice din mdduva osoasa este
procedura prin care, prin aspiratii multiple la nivelul crestelor iliace posterioare,
aspiratii efectuate de catre doi hematologi, intr-o sala de operatie, donatorul
fiind sub anestezie generala, se obtine un grefon medular necesar procedurii de



transplant de celule stem hematopoietice. Medicul transplantolog propune sursa
si cantitatea de celule stem hematopoietice in functie de diagnosticul si
greutatea pacientului cu indicatie de transplant. Prelevarea celulelor stem
hematopoietice se face numai dupa semnarea consimtagmantului informat,
consilierea donatorului i evaluarea eligibilitatii medicale a donatorului de
celule stem hematopoietice. Alegerea sursei de donare a celulelor stem
hematopoietice apartine donatorului. Crioprezervarea celulelor stem
hematopoietice se poate face numai cu acordul donatorului. Daca o grefa de
celule stem hematopoietice a fost crioprezervata si nu a fost utilizata pentru
pacientul in cauza, ea trebuie pastrata pe toata durata vietii donatorului.

Procedura de afereza de celule stem hematopoietice periferice

Procedura de afereza de celule stem hematopoietice periferice este realizata
de echipa de prelevare specializata formatd din asistente medicale s1 medic.

Procedura nu poate fi realizata decat dupa o prealabila pregatire a
donatorului. Aceasta pregatire consta in administrarea timp de 4 zile +/- 1 zi a
G-CSF (factorul de crestere granulocitar) in cazul donatorului (inrudit sau
neinrudit) si administrarea de chimioterapie + G-CSF sau doar administrare de
G-CSF in cazul pacientului. In situatii foarte rare in care nu se constata
mobilizarea celulelor stem hematopoietice cu G-CSF, se administreaza aditional
noile generatii de factori de crestere.

Medicul, hematolog sau pediatru, cu competenta hematooncologie/transplant
medular este responsabil pentru evaluarea medicala finala a
pacientului/donatorului Tnainte de prelevare. Asistentele medicale specializate
pentru procedura de afereza sunt responsabile pentru punctia venoasa, montarea
branulei 1.v., perfuzia cu calciu, montarea kitului pe aparatul de afereza,
conectarea pacientului/donatorului la masina de afereza, precum si utilizarea
masinii de afereza. Daca nu exista doua vene periferice punctionabile, se
monteaza cateter venos. Programarea aparatului este realizatda de medicul
responsabil de procedura respectiva. Personalul medical este responsabil pentru
rezolvarea evenimentelor si reactiilor adverse, dupa caz. Prin procedura de
afereza se realizeaza colectarea celulelor stem hematopoietice separate de restul
componentelor sangelui periferic care revin la donator, respectiv pacient (in
cazul autogrefelor).

Dupa terminarea aferezei, grefonul va fi transportat in laboratorul dedicat
controlului calitatii esantionului si, dupa caz, manipulare, procesare, stocare
si/sau crioprezervare.

Procedura de recoltare de maduva osoasa

Procedura de recoltare de maduva osoasa are loc in blocul operator.
Donatorul va fi supus anesteziei generale doar dupa un consult prealabil al
medicului specialist de anestezie si terapie intensiva (ATI); donatorul nu are
nevoie de pregatire prealabila. Echipa de prelevare in acest caz este formata din:



- medic ATI responsabil de anestezia generald a donatorului si asistenta
medicala ATI;

- doi medici hematologi ce vor realiza recoltarea de maduva osoasa prin
punctii repetate la nivelul ambelor creste iliace posterioare. La sfarsitul
procedurii ei vor fi responsabili de realizarea compresiei la locul punctiilor
repetate;

- medic si asistentd medicald responsabili de calitatea celulelor stem
hematopoietice recoltate, vor pregati solutiile anticoagulante cu care vor fi
spalate acele de biopsie si seringile (ACD-A si heparind) cu ajutorul carora se
realizeaza aspiratiile medulare, cat si solutia anticoagulanta aflata in punga de
recoltd medulara. Ei vor realiza la sfarsitul procedurii filtrarea maduvei recoltate
in blocul operator, dupa care vor fi responsabili de transportul acestui grefon n
laboratorul dedicat controlului calitatii esantionului i, dupa caz, manipulare,
procesare, stocare si/sau crioprezervare.

Recoltarea de maduva osoasa are loc in blocul operator, va fi prima
procedura ce se va realiza 1n ziua respectiva si dureaza aproximativ 2 ore.
Maiduva osoasa se va preleva in pungi speciale care contin anticoagulant, iar
cantitatea totala recoltatd nu va depasi 15 - 20 ml maduva osoasa/kgc donator.
Determinarea TNC (total nucleated cells) in timpul procedurii de prelevare a
maduvei osoase este obligatorie pentru stabilirea volumului final de produs
prelevat.

Dupa finalizarea recoltarii de maduva osoasa, in blocul operator va avea loc
filtrarea acesteia cu kituri speciale. Punga sau pungile rezultata(e) dupa filtrare
va/vor fi transportatd(e) in laboratorul dedicat controlului calitatii.

Daca existd incompatibilitate de grup sanguin donator/primitor, grefa de
maduva va fi supusa unei manipuldri ulterioare (deplasmatizare +/-
dezeritrocitare). Tn caz contrar, ea va fi esantionata si eliberata spre sectia unde
se va realiza transplantul de celule stem hematopoietice.

Grefa de maduva osoasa poate fi crioprezervata doar in urmatoarele
circumstante:

a) starea generala a pacientului contraindica administrarea grefei Tn ziua
recoltarii maduvei osoase;

b) donatorul nu este disponibil in ziua transplantului.

Pentru a putea fi crioprezervata, grefa de maduva osoasa trebuie supusa unei
reductii de volum si unei dezeritrocitari.

ANEXA9

Protocol medical privind prelevarea corneei




Etapele protocolului medical privind prelevarea corneei

Responsabil |

1. Verificarea existenteil consimtamdntului pentru donarea

Seful |

corneei;

echipei de |

prelevare |

2. Verificarea rezultatelor screeningului viral;

3. Montarea blefarostatului;

4. Dezinfectarea globului ocular cu betadina 5%, timp de

3 minute;

5. Decolarea conjunctivei;

6. Punctie scleralda la 2 mm de limb;

7. Excizia corneei cu un guleras scleral de 2 milimetri;

8. Introducerea corneei in flaconul cu solutie de conservare la
4° Celsius (solutie folositd in special in SUA) sau 34° - 37°
Celsius (solutie folositda in special in Europa). Ambele metode

de conservare sunt viabile si actuale.

9. Evisceratia continutului globului ocular;

10. Introducerea unei bile de metilacrilat;

11. Sutura sclerei cu fir neresorbabil;



12. Sutura conjunctivo-tenoniana cu fir 7.0;

13. Montarea unei proteze estetice din polimetilmetacrilat;

14. Inchiderea pleoapelor, eventual suturd cu un fir 6.0;

15. Verificarea corneei prin examen biomicroscopic, eventual

Medic |

microscopie speculara inversa;

oftalmolog |

operator |

16. Verificarea trepanuluil pentru recoltare;

17. Trepanarea corneei

- Manual

- Cu vacuum

- Recoltarea corneei cu laserul cu femtosecunde

Alegerea tipului de trepan se face de catre medicul operator,

functie de situatia clinicd si de posibilitdtile tehnice.

ANEXA 10

Protocol medical privind prelevarea globului ocular




Etapele protocolului medical privind prelevarea globului ocular

Responsabil |

1. Verificarea existenteil consimtamadntului pentru donarea

Seful |

globului ocular

echipei de |

prelevare |

2. Verificarea rezultatelor screeningului viral

3. Montarea blefarostatului

4. Dezinfectarea globului ocular cu betadina 5%, timp de

3 minute

5. Decolarea conjunctivei

6. Izolarea muschilor drepti externi

7. Enucleerea globului ocular

8. Introducerea globului ocular in flacon steril cu ser

fiziologic si antibiotic la 4° Celsius

9. Sutura conjunctivo-tenoniand cu fir 7.0

10. Montarea uneil proteze estetice din polimetilmetacrilat

11. Inchiderea pleoapelor, eventual suturd cu un fir 6.0

12. Verificarea globului ocular: biomicroscopia corneei,

Medic |



| eventual microscopie speculard corneeanad directa |
oftalmolog |

| |
operator |

| 13. Dezinfectarea globului ocular cu betadina 5

o°

, timp de |

3 minute |

14. Verificarea trepanului pentru recoltare |

15. Trepanarea corneei |

ANEXA 11
Protocol de recoltare alogrefe piele

Homogrefele sau alogrefele provin de la indivizi diferiti, din aceeasi specie si
sunt folosite temporar, pana cand sunt rejectate de corp (2 saptamani).

In aceasta perioadi de timp pot fi salvatoare pentru viati. Donatorii de
alogrefe pot fi pacienti vii (de regula rude) sau pacienti in moarte cerebrala
(prelevare realizata in primele 6 h, ulterior prelevarii de organe).

Cei care beneficiaza de grefele de piele sunt pacientii cu arsuri pe suprafete
mari de corp (> 60% sc), aflati in sectiile de chirurgie plastica si arsuri din
marile spitale.

Timpi tehnici de recoltare:

1. Pregétirea zonei donatoare:

- alegerea zonei donatoare;

- indepartarea pilozitatii;

- aseptizarea zonei: aseptizare cu alcool iodat sau alcool 70;

- izolare cu campuri sterile.

Orice zona cu tegument sandtos poate fi selectata pentru prelevare. De
electie: fata anterolaterald si posterioard a coapselor; fesele; peretele abdominal
anterolateral, supra si subombilical, fata posterolaterala a toracelui. De exceptie:
fata anterointernd a coapselor, fata anteroexterna si posterointernd a gambelor,
fata interna si externa a bratului, regiunea deltoidiana, fata anterioara a toracelui
(la barbat).

2. Recoltarea:

- Se face cu electrodermatomul.



- Se regleaza dermatomul stabilind grosimea grefei de recoltat si dimensiunile
aproximative ale acesteia.

- Se lubrifiaza zona cu ulei de parafind steril si se recolteaza pielea prin
tractiune in sens contrar directiei de avansare a dermatomului.

3. Impachetarea alogrefelor in vederea transportului

- Se intind alogrefele pe comprese sterile subtiri si imbibate ntr-un amestec
de clorhexidina solutie si 70% isopropanol cu/fara solutie antibacteriana
(rifampicina).

- Se ruleaza compresele si se introduc in recipiente sterile.

- Se completeaza de catre echipa de recoltare fisa donatorului/recoltare n
care se mentioneaza si cantitatea In cm?.

Protocol de transport alogrefe piele

Fiecare transport de tesut cutanat este anuntat telefonic.

Recipientele cu alogrefe sunt transportate in containere izolate cu gheata
umeda sau uscatd. Transportul in containere cu gheata uscata se utilizeaza
pentru alogrefele crioprezervate.

Transportul pana la unitatea specializata In conservare si stocare trebuie
realizat in cel mai scurt timp posibil si In prezenta documentelor medicale si a
etichetarii tesuturilor. Medicul de garda urmeaza protocolul de primire.
Conserva apoi alogrefele in vederea stocarii.

In siptaimanile urmitoare, banca de piele preda grefele de piele conform
solicitarilor de la spitalele care au in Ingrijire pacienti cu arsuri grave.

Personalul care se ocupa de functionarea bancii de tesut este desemnat in
organigrama; un reprezentant al personalului, periodic, participa la congresele
Romtransplant.

Protocol de stocare alogrefe piele

La primire, medicul completeaza in dublu exemplar procesul-verbal de
predare-primire a alogrefelor cutanate umane provenind de la donator
multiorgan in stare de moarte cerebrala.

De asemenea se completeaza fisa de receptie tesut care ofera informatii
despre calitatea si cantitatea grefelor de piele si conditiile de transport.

Inainte de orice manevra de prelucrare se efectueazi testarea microbiologica
la aerobi, anaerobi si fungi. In general se recomandi obtinerea unui 1 cm? probi
bioptica pentru fiecare 10% din tipul de localizare a zonei donatoare.

Pregatirea alogrefelor in vederea conservarii/stocarii in banca de piele
urmeaza protocolul:

- introducerea grefelor intr-o solutie 17% glicerina: 50 g glicerina anhidra +
250 g solutie Ringer;

- pastrarea 2 ore la frigider (4°C) pentru scaderea treptata a temperaturii;

- evaluarea suprafetei (cm?), rularea fiecirei grefe pe compresa sterila,
introducerea in manusi/pungi sterile;



- introducerea pentru conservare 1n azot lichid (-196°C) in unul din cei 6
cilindri de carantina din tancul extern al bancii de piele, pana la obtinerea
rezultatului microbiologic corespunzator;

- daca rezultatul microbiologic este favorabil (culturi sterile) se va face
transferul alogrefelor crioprezervate in tancul intern (principal) al bancii de
piele, altfel alogrefele indeplinesc criteriile de distrugere.

Procesul de predare de alogrefe crioprezervate catre alte spitale de profil se
va realiza prin intocmirea urmatoarelor documente:

- document de solicitare de tesut (cerere) completat de catre spitalul/sectia
solicitanta cu date referitoare la pacientul care beneficiaza de transplant; tipul de
interventie chirurgicald si cantitatea solicitata;

- proces-verbal de predare-primire intre banca de piele si spitalul/sectia
solicitanta;

- fisa care atesta calitatea, cantitatea alogrefelor si testarea microbiologica
anterioara conservarii.

Trimestrial se intocmesc rapoarte privind informatiile statistice ale activitatii
de transplant desfasurate in sectia de chirurgie plastica.

ANEXA 12
Protocol medical de prelevare de tesut osteotendinos de la donatorul viu

Pacientul declarat apt pentru donarea de organe/tesuturi/celule este internat in
sectia de ATI/Ortopedie Traumatologie a unitatii sanitare acreditate.
Coordonatorul de transplant din centrul acreditat informeaza responsabilul
bancii de tesuturi asupra unui posibil donator.
Se pregdtesc documentele necesare procedurii de transplant.
Se recolteaza probele biologice:
. AGGBs (S1)
. AC.antiHBS (S1)
. AC. Anti HBC (S1)
.AC. antiHCV (S1)
. AC. Anti HIV 1/2 (S2)
. AC. Anti HTLV (S2)
. AC. Anti CMV Ig.M (S2)
. VDRL (S3)
. TPHA (S3)
10. PCR HVB $4 A
11. PCRHCV S4B
12. PCRHIV S4 C
13. Grup sanguin si Rh
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Se stabileste data interventiei chirurgicale in vederea prelevarii si se
organizeaza transportul tesuturilor/organelor/celulelor din centrul de recoltare
catre banca de tesuturi.

in timpul interventiei chirurgicale:

- pentru prelevarea de cap femural in artroplastia soldului, capul femural se
luxeaza, fard ajutorul extractorului si fara a leza suprafata articulara
(departatoarele se pozitioneaza in marginile acetabulare pentru a nu deteriora
structura osoasa), dupa care se sectioneaza colul femural, se extrage capul
femural si se prelucreaza astfel: se spala in solutie de ser fiziologic 250 ml cu
gentamicind 2 fiole de 80 mg/ml, se masoara diametrul si Tnaltimea grefonului,
se abrazeaza suprafata cartilaginoasa, se preleveaza parti moi (ligamentul rotund
si tesut sinovial) pentru examenul bacteriologic (care se introduc intr-0 fiola cu
thyoglicolat, care a fost flambata la gura inainte si dupa introducerea
materialului biologic). Materialul osos se depoziteaza in cutia dubla speciala de
transport (tip Kriokit). Se verifica blocarea mecanismului de siguranta al cutiei
de transport. Se pune cutia Kriokit in congelatorul frigiderului (2 - 3 zile) si apoi
este trimisd la banca de tesut in lada/cutia de transport cu pachete cu gheata;

- pentru prelevarea de tendon:

a) autogrefa os-tendon-os - se recolteaza 1/3 medie a tendonului rotulian cu
pastila osoasa tibiala si patelara. Se prelucreaza astfel: se spala in solutie de ser
fiziologic 250 ml cu gentamicina 1 fiola de 80 mg/ml, cu ajutorul dispozitivului
de prelucrare se prepara pastilele osoase (tibial si patelar) conform tunelurilor
tibial si femural ale primitorului; se sutureaza tedonul restant, peritendonul si
apoi planurile anatomice;

b) autogrefa tendinoasa - se identifica, se izoleaza si se recolteaza cu streperul
o portiune a tendonului semitendinos si gracilis; se indeparteaza fragmentele
musculare; grefa obtinuta se spala in solutie de ser fiziologic 250 ml; se
prelucreaza grefa tendinoasa in 4 langhete si se tensioneaza cu ajutorul
dispozitivului de prelucrare; se sutureaza fascia si apoi se refac planurile
anatomice.

Datele privind prelevarea si codul de trasabilitate atribuit de catre banca de
tesuturi sunt inscrise pe cutia cu material biologic.

Din momentul iesirii din sala si pana la impachetarea in ambalajul de
transport cutia cu materialul biologic va fi depozitata la frigider la +4C°. Timpul
de la recoltare si pana la depozitarea la frigider nu va depasi 30 de minute.

Cutia cu materialul biologic este introdusd in ambalajul special de transport
impachetatd cu pachete cu gheatd sau gheatd carbonica la -80° si se ataseaza
documentele (anexele nr. 1 si 4 la Ordinul ministrului sanatatii nr. 1.170/2014
privind aprobarea modelelor de formulare pentru aplicarea prevederilor titlului
VI din Legea nr. 95/2006 privind reforma in domeniul sanatatii, cu modificarile
si completarile ulterioare, chestionarul de boli transmisibile, fisa de receptie,
fisa donator, fisa prelucrare tesut donator) impreuna cu fiola de thyoglicolat.




Coletul continand materialul recoltat se expediaza catre banca de tesuturi fie
cu echipa de prelevare, fie cu o firma specializata in transportul de material
biologic.

#M1

NOTA:

Pentru pacientul declarat apt pentru donarea de organe/tesuturi/celule
internat in sectia de ATl/Ortopedie-traumatologie a unitatii sanitare acreditate,
cu afectiuni ale aparatului locomotor, care vor fi rezolvate chirurgical prin
recoltarea de organe/tesuturi/celule ce vor fi folosite la acelasi pacient in
cadrul aceleiasi interventii chirurgicale, prevederile prezentei anexe nu se
aplica.

#B
ANEXA 13

Protocol medical de prelevare de tesut osteotendinos de la donatorul in
moarte cerebrala

Pacientul declarat apt pentru donarea de tesuturi/organe/celule este internat in
sectia de ATI/Ortopedie Traumatologie a unitatii sanitare acreditate.
Coordonatorul de transplant din centrul acreditat informeaza responsabilul
bancii de tesuturi asupra unui posibil donator.
Se pregdtesc documentele necesare procedurii de transplant.
Se recolteaza probele biologice:
. AGGBs (S1)
. AC. antiHBS (S1)
. AC. Anti HBC (S1)
.AC. antiHCV (S1)
. AC. Anti HIV 1/2 (S2)
. AC. Anti HTLV (S2)
. AC. Anti CMV Ig.M (S2)
. VDRL (S3)
. TPHA (S3)
10. PCR HVB S4 A
11. PCR HCV S$4 B
12. PCRHIV S$4 C
13. Grup sanguin si Rh
Se stabileste data interventiei chirurgicale in vederea prelevarii si se
organizeaza transportul tesuturilor/organelor/celulelor din centrul de recoltare
catre banca de Tesuturi.
In timpul interventiei chirurgicale:
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- pentru prelevarea tesut os - se pune in evidenta tesutul osos de prelevat (1/3
distald de femur, condili femurali, platou tibial etc.), se izoleaza si se
sectioneaza cu fierastraul oscilant. Se prelucreaza astfel: se spala in solutie de
ser fiziologic 250 ml cu gentamicina 1 fiold de 80 mg/ml/grefa; se indeparteaza
tesutul muscular, periost, cartilagiu; se spald in solutie de ser fiziologic 250 ml,
se masoara indlfimea, latimea i lungimea grefonului, se abrazeaza suprafata
cartilaginoasa, se preleveaza parti moi (tesut osos, cartilaginos si periost) pentru
examenul bacteriologic (care se introduc intr-o fiola cu thyoglicolat T, care a
fost flambata la gurd inainte si dupa introducerea materialului biologic).
Materialul osos se depoziteaza in cutia dubla speciala de transport (tip Kriokit).
Se verifica blocarea mecanismului de siguranta al cutiei de transport. Se pune
cutia Kriokit in lada/cutia de transport cu pachete cu gheata pentru a fi adusa la
banca de tesut;

- pentru prelevarea de tesut tendinos - Se pune in evidenta tesutul tendinos
(tendon rotulian, achilian, semitendinos si gracilis); tendonul rotulian se
recolteaza cu rotula in Intregime si un fragment osos din spina tibiala anterioara,
tendonul achilian se recolteaza de la jonctiunea musculo-tedinoasa in intregimea
lui cu pastila osoasd din tuberozitatea calcaneului, se indeparteaza tesutul
muscular, periost, cartilagiu se preleveaza parti moi (tesut muscular, osos,
cartilaginos) pentru examenul bacteriologic (care se introduc intr-o fiola cu
thyoglicolat T, care a fost flambata la gura inainte si dupa introducerea
materialului biologic). Materialul osteotendinos se depoziteaza in cutia dubla
speciala de transport (tip Kriokit). Se verifica blocarea mecanismului de
siguranta al cutiei de transport. Se pune cutia Kriokit Tn lada/cutia de transport
cu pachete cu gheata pentru a fi adusa la banca de tesut.

Datele privind prelevarea si codul de trasabilitate atribuit de catre banca de
tesuturi sunt inscrise pe cutia cu material biologic.

Din momentul iesirii din sala si pana la impachetarea in ambalajul de
transport cutia cu materialul biologic va fi depozitata la frigider la +4°. Timpul
de la recoltare si pana la depozitarea la frigider nu va depasi 30 de minute.

Cutia cu materialul biologic este introdusa in ambalajul special de transport
impachetata cu pachete cu gheata sau gheata carbonica la -80° si se atageaza
documentele (anexele nr. 1 si 4 la Ordinul ministrului sanatatii nr. 1.170/2014
privind aprobarea modelelor de formulare pentru aplicarea prevederilor titlului
VI din Legea nr. 95/2006 privind reforma in domeniul sanétatii, cu modificarile
si completarile ulterioare, chestionarul de boli transmisibile, fisa de receptie,
fisa donator, fisa prelucrare tesut donator) impreuna cu fiola de thyoglicolat T.

Coletul continand materialul recoltat se expediaza catre banca de tesuturi fie
cu echipa de prelevare, fie cu o firma specializata in transportul de material
biologic.

ANEXA 14



Protocol medical de prelevare-recoltare tesuturi si/sau celule
reproductive

A. Protocol medical pentru prelevare de ovocite transvaginal

Scop si domeniu de aplicare

Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare a ovocitelor
transvaginal. Operatiunea este efectuata de o echipa compusa din medic
ginecolog, medic anestezist (in cazul in care punctia se va desfasura sub
anestezie), embriolog, asistent medical.

Protocol de lucru

In ziua procedurii se recomandi ca pacienta si urmeze o dietd alimentara si
hidrica in vederea realizarii anesteziei din timpul punctiei pentru prelevarea de
ovocite. Personalul din cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind
consimtamintele informate completate si semnate de catre pacienti si analizele
preanestezice.

Pacienta va fi condusa in sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbata in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si 1i va fi montata o
perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacienta din sala
de asteptare si o va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul operator se
va efectua procedura de siguranta, prin care pacienta va furniza datele de
identificare (nume complet, data si anul nasterii).

Pacienta se va aseza pe masa de operatie in pozitie ginecologica, se face
ecografie transvaginald de control si se va realiza monitorizarea constantelor
fiziologice de catre medicul anestezist si asistentul medical anestezist.
Asistentul medical anestezist va administra medicamentele anestezice prin
canuld (branuld), la recomandarea medicului anestezist.

In conditii de stricta sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unica
folosintd, masti faciale, bonete, manusi) se pregateste masa, cu instrumentarul
necesar si tuburile de unica folosinta pentru recoltarea lichidului folicular, acul
de punctie, mediul steril pentru manipularea gametilor.

Se aplica speculul si se toaleteaza vaginul cu ser fiziologic sau conform
protocoalelor interne. Pe sonda transvaginald se adauga gel si prezervativ steril,
apoi se atagseaza ghidajul pentru acul de punctie care este montat la pompa de
aspiratie si la tuburile sterile pentru lichidul folicular. Se repereaza ovarele cu
sonda endovaginala, se punctioneaza si se aspira foliculii. Pe masura umplerii
tuburilor, lichidul folicular este dus in laborator, in cel mai scurt timp, unde
embriologul verifica existenta ovocitelor in placute de unica folosinta. Dupa ce
foliculii au fost aspirati se efectueaza hemostaza.



La sfarsitul punctiei, pacienta este trezita si personalul medical va monitoriza
recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii $si menginerii
unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul pacientului Tn
siguranta la rezerva. Toate masuratorile facute in postoperator sau in reanimare
(tensiune arteriald, puls, saturatie de oxigen, diureza) trebuie sa fie in parametrii
fiziologici.

Dupa ce pacienta isi revine din anestezie va discuta cu echipa ginecolog-
embriolog despre rezultatul punctiei si recomandarile postinterventie. Pacienta
va tine legatura, pana la momentul embriotransferului, cu echipa clinicii, in
vederea informarii asupra evolutiei embrionilor obfinuti.

B. Protocol medical pentru prelevarea de ovocite transabdominal

Scop si domeniu de aplicare

Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare a ovocitelor
transabdominal. Aceasta metoda se adreseaza pacientelor ale caror ovare nu
sunt accesibile transvaginal datorita unor modificari ale anatomiei organelor
pelvine, generate de variabilitatea biologica sau de o boala pelvina, fie datorita
unor leziuni la nivel vulvar sau vaginal. Operatiunea este efectuata de catre o
echipa compusa din medic ginecolog, medic anestezist (in cazul in care punctia
se va desfasura sub anestezie generald), embriolog, asistent medical.

Protocol de lucru

In ziua procedurii se recomandi ca pacienta si urmeze o dietd alimentar si
hidrica in vederea realizarii anesteziei din timpul punctiei pentru prelevarea de
ovocite. Personalul din cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind
consimtamintele informate completate si semnate de catre pacienti si analizele
preanestezice.

Pacienta va fi condusa in sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbata in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si i va fi montata o
perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacienta din sala
de asteptare si o va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul operator se
va efectua procedura de siguranta, prin care pacienta va furniza datele de
identificare (nume complet, data si anul nasterii).

Pacienta se va aseza pe masa de operatie in decubit dorsal si se va realiza
monitorizarea constantelor fiziologice de catre medicul anestezist si asistentul
anestezist. Asistentul medical anestezist va administra medicamentele
anestezice prin canula (branuld) la recomandarea medicului anestezist.

In conditii de stricta sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unica
folosinta, masti faciale, bonete, manusi) va fi pregatitd masa de operatie, cu



instrumentarul necesar si tuburile de unica folosinta pentru recoltarea lichidului
folicular, acul de punctie, precum si mediul steril pentru manipularea gametilor.

Se realizeaza antiseptizarea regiunii si sub ghidaj ecografic, folosind o sonda
abdominala, acul de punctie (17 - 19 mm) este introdus prin peretele abdominal
fara a mai atasa ghidajul pentru ac si, odata vizualizati foliculii, lichidul
folicular care contine complexele ovocit-cumulus va fi aspirat. Pe masura
umplerii tuburilor, lichidul folicular este dus in laborator, Tn cel mai scurt timp,
unde embriologul va verifica existenta ovocitelor in placute de unica folosinta.
La sfarsitul punctiei, pacienta este trezita si personalul medical va monitoriza
recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii $i menginerii
unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul pacientului in
siguranta la rezerva. Toate masurdtorile facute in postoperator sau in reanimare
(tensiune arteriala, puls, saturatie de oxigen, diureza) trebuie sa fie in paramettrii
fiziologici.

Dupa ce pacienta isi revine din anestezie va discuta cu echipa ginecolog-
embriolog despre rezultatul punctiei si recomandarile postinterventie. Pacienta
va tine legatura, pana la momentul embriotransferului, cu echipa clinicii, in
vederea informarii asupra evolutiei embrionilor obtinuti.

C. Protocol medical pentru prelevarea de ovocite laparoscopic

Scop si domeniu de aplicare

Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare a ovocitelor
laparoscopic. Aceasta metoda se adreseaza pacientelor ale caror ovare nu sunt
accesibile transvaginal sau transabdominal. Operatiunea este efectuatd de catre
o echipd compusa din medic ginecolog, anestezist (in cazul in care punctia se va
desfasura sub anestezie), embriolog, asistent.

Protocol de lucru

In ziua procedurii se recomandi ca pacienta si urmeze o dietd alimentara si
hidrica in vederea realizarii anesteziei din timpul punctiei pentru prelevarea de
ovocite. Personalul din cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind
consimtamintele informate completate si semnate de catre pacienti si analizele
preanestezice.

Pacienta va fi condusa in sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbata in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si ii va fi montata o
perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacienta din sala
de asteptare si o va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul operator se
va efectua procedura de siguranta, prin care pacienta va furniza datele de
identificare (nume complet, data si anul nasterii).



Pacienta se va aseza pe masa de operatie in decubit dorsal si se va realiza
monitorizarea constantelor fiziologice de catre medicul anestezist si asistentul
medical anestezist. Asistentul medical anestezist va administra medicamentele
anestezice prin canula (branuld), la recomandarea medicului anestezist.

In conditii de stricta sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unica
folosinta, masti faciale, bonete, manusi) va fi pregatitd masa de operatie, cu
instrumentarul necesar si tuburile de unica folosintd pentru recoltarea lichidului
folicular, acul de punctie, laparoscopul, precum si mediul steril pentru
manipularea gametilor.

Se efectueaza antiseptizarea regiunii abdominale, se monteaza campurile
sterile si se injecteaza dioxid de carbon pana la 13 - 14 mm Hg, la nivelul
abdomenului pentru a produce distensia cavitatii abdominale si indepartarea
intestinelor astfel incat sa fie creat spatiu de lucru pentru punctie. Se efectueaza
o0 incizie, la aproximativ 1 cm periombilical, unde se plaseaza trocarul de 10
mm, prin care va fi introdus o camera video. In zona suprapubiani se efectueaza
2 - 3 incizii §i vor fi plasate trocarele de 5 mm prin care va fi introdusa
instrumentarul necesar interventiei. Laparoscopul va transmite imagini din
cavitatea abdominala pe monitorul din sala de operatie, astfel incat va fi
verificat statusul celioscopic (descriere ovare, uter, fund de sac Douglas, repliu
vesico-uterin, spatii parietocolice si perihepatic).

Acul de punctie va fi introdus printr-un trocar de 3 sau 5 mm si cu ajutorul
imaginilor furnizate de camera video se vor identifica si punctiona foliculii, care
apar ca suprafete albastru-gri de 20 - 25 mm pe suprafata ovarului, iar lichidul
folicular care contine complexele ovocit-cumulus va fi aspirat in tuburile de
colectare.

Pe masura umplerii tuburilor, lichidul folicular este dus in laborator, Tn cel
mai scurt timp, unde embriologul va verifica existenta ovocitelor in placute de
unica folosinta.

La sfarsitul punctiei se asigura hemostaza, se spald fundul de sac Douglas cu
solutie salina, pacienta este trezita si personalul medical va monitoriza
recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii si mentinerii
unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul pacientului in
sigurantd la rezerva. Toate masuratorile facute in postoperator sau in reanimare
(tensiune arteriala, puls, saturatie de oxigen, diureza) trebuie sa fie Tn parametrii
fiziologici.

Dupa ce pacienta 1si revine din anestezie va discuta cu echipa ginecolog-
embriolog despre rezultatul punctiei si recomandarile postinterventie. Pacienta
va tine legatura, pand la momentul embriotransferului, cu echipa clinicii, in
vederea informarii asupra evolutiei embrionilor obfinuti.

D. Protocol medical pentru prelevare de spermatozoizi prin tehnica
microchirurgicala (MESE)



Scop si domeniu de aplicare

Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare a
spermatozoizilor prin tehnica microchirurgicala (MESE). Aceasta metoda se
adreseaza pacientilor cu azoospermie (lipsa spermatozoizilor din ejaculat) de tip
obstructiv, congenitala sau dobandita. MESE furnizeaza informatii cu privire la
procesul de spermatogeneza (daca aceasta are loc sau nu sau daca exista
spermatozoizi la nivelul testiculelor).

Procedura poate fi efectuatd fie inainte de inceperea tratamentului FIV, ca
metoda de diagnostic, putand fi urmata de crioprezervarea spermatozoizilor
obtinuti, fie chiar in ziua recoltarii de ovocite, astfel incat daca se regasesc
spermatozoizi in lichidul aspirat ovocitele pot fi ulterior fertilizate prin injectie
intracitoplasmatica a spermatozoidului (ICSI).

Operatiunea este efectuata de catre o echipa compusa din medic urolog,
medic anestezist, embriolog si asistent medical.

Protocol de lucru

In ziua procedurii se recomandi ca pacientul sd urmeze o dieta alimentara si
hidricd in vederea realizarii anesteziei din timpul interventiei. Personalul din
cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind consimtamintele informate
completate si semnate de catre pacienti si analizele preanestezice.

Pacientul va fi condus in sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbat in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si ii va fi montata o
perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacientul din
sala de asteptare si il va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul
operator se va efectua procedura de sigurantd, prin care pacientul va furniza
datele de identificare (nume complet, data si anul nasterii).

Pacientul se va aseza pe masa de operatie in decubit dorsal si se va realiza
monitorizarea constantelor fiziologice de catre medicul anestezist si asistentul
medical anestezist. Asistentul medical de anestezie va administra
medicamentele anestezice prin canula (branuld), la recomandarea medicului
anestezist.

In conditii de stricta sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unica
folosintd, masti faciale, bonete, manusi) va fi pregatitd masa de operatie, cu
instrumentarul necesar pentru efectuarea procedurii.

Regiunea scrotala este curdtata cu antiseptic si apoi spdlata corespunzator cu
solutie salina pentru a elimina antisepticul rezidual. Capul epididimului este
palpat si stabilizat intre degetul mare si cel aratator.

Se efectueaza o incizie transversala (2 cm) la nivelul hemiscrotului si se
sectioneaza planurile anatomice pana la vaginala parietala (inclusiv).
Complexul epididimo-testicular va fi evidentiat si extras in plaga. Cu ajutorul



unui microscop operator, cu magnificare 8x-25x vor fi identificati tubii de la
nivelul epididimului.

in cazul in care tunica nu permite vizualizarea corespunzitoare a tubilor,
aceasta poate fi sectionatd usor. Disectia incepe de la coada epididimului si se
prelungeste spre capul acestuia. Tubii vor fi punctionati individual cu ajutorul
unui ac fin si lichidul rezultat va fi aspirat cu ajutorul unei seringi de unica
folosinta. In cazul in care nu se identifica in lichidul aspirat spermatozoizi, se va
efectua TESE. Sutura albugineeii va fi efectuata cu fir resorbabil (4x0; 5x0;
6x0), iar hemostaza si refacerea planurilor anatomice vor fi efectuate cu fir
resorbabil 1. La nivelul plagii va fi aplicat un pansament steril.

Continutul seringii va fi transferat intr-un tub conic steril care va fi
transportat in cel mai scurt timp posibil la laborator astfel incat embriologul sa
verifice prezenta spermatozoizilor.

La sfarsitul interventiei, pacientul este trezit si personalul medical va
monitoriza recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii
s1 mentinerii unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul
pacientului in siguranta la rezerva. Toate masurdtorile facute in postoperator sau
in reanimare (tensiune arteriala, puls, saturatie de oxigen, diureza) trebuie sa fie
Tn parametrii fiziologici.

Dupa ce pacientul isi revine din anestezie va discuta cu echipa urolog-
embriolog despre rezultatul interventiei si recomandarile postinterventie.

E. Protocol medical pentru prelevare de spermatozoizi prin aspiratie
percutanata din epididim (PESA)

Scop si domeniu de aplicare

Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare a
spermatozoizilor prin aspiratie percutanatd din epididim (PESA). Aceasta
metoda se adreseaza pacientilor cu azoospermie (lipsa spermatozoizilor din
ejaculat) de cauza obstructiva. Aspiratia testiculara furnizeaza informatii cu
privire la procesul de spermatogeneza (daca acesta are loc sau nu sau daca
exista spermatozoizi la nivelul testiculelor). Procedura poate fi efectuata fie
inainte de inceperea tratamentului FIV, ca metoda de diagnostic, putand fi
urmata de crioprezervarea spermatozoizilor obtinuti, fie chiar in ziua recoltarii
de ovocite, astfel incat daca se regasesc spermatozoizi in lichidul aspirat,
ovocitele pot fi ulterior fertilizate prin injectie intracitoplasmatica a
spermatozoidului (ICSI).

Operatiunea este efectuata de urolog, embriolog, asistent medical, iar, daca se
opteaza pentru anestezie generald, echipa medicald va fi completatd de medic
anestezist g1 asistent medical anestezist.

Protocol de lucru



Pacientul se va prezenta la clinica in ziua procedurii. Daca se opteaza pentru
anestezie generald, in ziua procedurii, se recomanda ca pacientul sa urmeze o
dieta alimentara si hidrica in vederea realizarii anesteziei din timpul interventiei.
Personalul din cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind
consimtamintele completate, analizele preanestezice si semnatura pacientului.

1. Anestezie locala

Daca procedura se va desfasura sub anestezie locala, se poate efectua in
conditii de asepsie in zona cabinetului de consultatie dedicata, sala de mici
interventii sau in sala de operatie. Pacientul se va schimba si se va aseza pe
masa de consultatie in decubit dorsal. Asistentul medical pregateste
echipamentul, campurile, consumabile de unica folosintd s1 manusile necesare.
Se efectueaza anestezie locald cu xilina 1%. Regiunea scrotala este curatata cu
antiseptic si apoi spalata corespunzator cu solutie salina pentru a elimina
antisepticul rezidual.

Daca epididimul nu poate fi palpat corespunzator sau e palpat cu dificultate
se va recurge la o tehnica ce presupune sectionarea scrotului. Capul
epididimului este palpat si stabilizat intre degetul mare si cel aratitor. Acesta
este apoi perforat, direct prin pielea scrotald, cu un ac 26-G atasat la o seringa
de tuberculind care contine 0,1 ml de mediu de spalare a spermatozoizilor. O
bula de aer este mentinuta intre mediu si dopul de cauciuc al pistonului pentru a
impiedica contactul direct intre cauciuc si mediu. Se va trage pistonul pana la
capatul seringii, creand astfel o forta de aspiratie. Acul este usor si incet avansat
prin ductul epididimal si seringa este rotita la 180 de grade si apoi retrasa
partial, ramanand in epididim. Forta de aspiratie este partial eliberata si acul este
retras din epididim. In cazul unui rezultat nesatisfacitor, procedura se va repeta
in altd zona a epididimului. Dupa retragerea acului se va aplica o presiune
usoard in zona punctiei pentru efectuarea hemostazei.

Continutul seringii va fi transferat intr-un tub conic steril care va fi
transportat in cel mai scurt timp posibil la laborator astfel incat embriologul sa
verifice prezenta spermatozoizilor. Daca in proba prelevata nu se regasesc
spermatozoizi, procedura se repeta prin efectuarea aspiratiei in alta zona la
nivelul epididimului.

Dupa ce pacientul isi revine, va discuta cu echipa urolog-embriolog despre
rezultatul interventiei si recomandarile postinterventie.

2. Anestezie generald

Daca se opteaza pentru anestezie generald, in ziua procedurii se recomanda ca
pacientul sa urmeze o dietd alimentara si hidrica in vederea realizarii anesteziei
din timpul aspiratiei de lichid. Personalul din cadrul clinicii va verifica ultimele
detalii privind consimtdmintele completate, analizele preanestezice si semnatura
pacientului.

Pacientul va fi condus 1n sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbat in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si 11 va fi montata o



perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacientul din
sala de asteptare si il va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul
operator se va efectua procedura de siguranta, prin care pacientul va furniza
datele de identificare (nume complet, data si anul nasterii).

Pacientul se va aseza pe masa de operatie in decubit dorsal si se va realiza
monitorizarea constantelor fiziologice de catre medicul anestezist si asistentul
medical anestezist. Asistentul medical de anestezie va administra
medicamentele anestezice prin canuld (branuld), la recomandarea medicului
anestezist.

In conditii de stricta sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unic
folosinta, masti faciale, bonete, manusi) va fi pregatitd masa de operatie, cu
instrumentarul necesar pentru aspiratia de lichid si mediul steril pentru
depozitarea probei.

Regiunea scrotala este curdtata cu antiseptic si apoi spalata corespunzator cu
solutie salina pentru a elimina antisepticul rezidual.

Daca epididimul nu poate fi palpat corespunzator sau e palpat cu dificultate
se va recurge la o tehnica ce presupune sectionarea scrotului. Capul
epididimului este palpat si stabilizat intre degetul mare si cel aratator. Acesta
este apoi perforat, direct prin pielea scrotald, cu un ac 26-G atasat la o seringa
de tuberculind care contine 0,1 ml de mediu de spalare a spermatozoizilor. O
bula de aer este menginuta intre mediu si dopul de cauciuc al pistonului pentru a
impiedica contactul direct intre cauciuc si mediu. Se va trage pistonul pana la
capatul seringii, creand astfel o forta de aspiratie. Acul este usor si incet avansat
prin ductul epididimal si seringa este rotitd la 180 de grade si apoi retrasa
partial, ramanand in epididim. Forta de aspiratie este partial eliberata si acul este
retras din epididim. In cazul unui rezultat nesatisfacitor, procedura se va repeta
in alta zona a epididimului. Dupa retragerea acului se va aplica o presiune
usoara in zona punctiei pentru efectuarea hemostazei.

Continutul seringii va fi transferat intr-un tub conic steril care va fi
transportat in cel mai scurt timp posibil la laborator astfel incat embriologul sa
verifice prezenta spermatozoizilor. Daca in proba prelevata nu se regasesc
spermatozoizi, procedura se repeta prin efectuarea aspiratiei in alta zona la
nivelul epididimului.

La sfarsitul interventiei, pacientul este trezit si personalul medical va
Monitoriza recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii
s1 mentinerii unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul
pacientului in siguranta la rezerva. Toate masurdtorile facute in postoperator sau
n reanimare (tensiune arteriala, puls, saturatie de oxigen, diureza) trebuie sa fie
la valorile stabile.

Dupa ce pacientul isi revine din anestezie va discuta cu echipa urolog-
embriolog despre rezultatul interventiei si recomandarile postinterventie.



F. Protocol medical pentru prelevarea de spermatozoizi prin aspiratie
testiculara (TESA)

Scop si domeniu de aplicare

Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare a
spermatozoizilor prin aspiratie testiculara (TESA). Aceasta metoda se adreseaza
pacientilor cu azoospermie (lipsa spermatozoizilor din ejaculat) de tip
obstructiv, congenitald sau dobandita.

Procedura poate fi efectuatd fie inainte de inceperea tratamentului FIV, ca
metoda de diagnostic, putand fi urmata de crioprezervarea spermatozoizilor
obtinuti, fie chiar in ziua recoltarii de ovocite, astfel incat daca se regasesc
spermatozoizi in lichidul aspirat, ovocitele pot fi ulterior fertilizate prin injectie
intracitoplasmatica a spermatozoidului (ICSI).

Operatiunea este efectuata de urolog, anestezist, embriolog, asistent medical,
respectiv medic anestezist si asistent medical de anestezie, daca se opteaza
pentru anestezie generala.

Protocol de lucru

Pacientul se va prezenta la clinica in ziua procedurii. Daca se opteaza pentru
anestezie generald, in ziua procedurii se recomanda ca pacientul sa urmeze o
dietd alimentara si hidrica in vederea realizarii anesteziei din timpul interventiei.
Personalul din cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind
consimtamintele completate, analizele preanestezice si semnatura pacientului.

1. Anestezie locala

Daca procedura se va desfasura sub anestezie locala, se poate efectua in
conditii de asepsie in zona cabinetului de consultatie dedicata, in sala de mici
interventii sau in sala de operatie. Pacientul se va schimba si se va aseza pe
masa de consultatie in decubit dorsal. Asistentul medical pregateste
echipamentul, campurile, consumabile de unica folosintd si manusile necesare.
Se efectueaza anestezie locala cu xilind 1%. Regiunea scrotala este curatata cu
antiseptic si apoi spalata corespunzator cu solutie salind pentru a elimina
antisepticul rezidual.

Testiculul va fi fixat intre policele si indexul+ mediusul medicului. Un ac de
calibrul 17 - 21 G este inserat longitudinal Tn polul superior al testiculului,
evitand epididimul. La ac se va conecta o seringa de 20 ml, in care a fost
aspiratd in prealabil o cantitate de 0,5 ml mediu de culturd. Se efectueaza
miscdri de Tnainte si inapoi ale acului, precum si schimbari usoare in orientarea
acului cu scopul indepartarii parenchimului pentru a permite aspirarea
lichidului. Materialul aspirat se colecteaza intr-un tub conic steril, care va fi
transportat Tn cel mai scurt timp posibil la laborator, astfel incat embriologul sa
verifice prezenta spermatozoizilor. Daca este cazul, acul va fi retras si
reintrodus intr-o alta zona a testiculului.



La sfarsitul interventiei se va aseptiza zona si se va aplica un pansament
steril. Pacientul va discuta cu echipa urolog-embriolog despre rezultatul
procedurii si recomandarile postinterventie.

2. Anestezie generala

Pacientul va fi condus in sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbat in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si i1 va fi montata o
perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacientul din
sala de asteptare si il va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul
operator se va efectua procedura de sigurantd, prin care pacientul va furniza
datele de identificare (nume complet, data si anul nasterii).

Pacientul se va aseza pe masa in decubit dorsal si se va realiza monitorizarea
constantelor fiziologice de catre medicul anestezist si asistentul medical
anestezist. Asistentul medical anestezist va administra medicamentele
anestezice prin canuld (branula), la recomandarea medicului anestezist.

In conditii de stricta sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unica
folosinta, masti faciale, bonete, manusi) va fi pregatitd masa de operatie, cu
instrumentarul necesar pentru punctia testiculara.

Testiculul va fi fixat intre policele si indexul+ mediusul medicului. Un ac de
calibrul 17 - 21 G este inserat longitudinal Tn polul superior al testiculului,
evitand epididimul. La ac se va conecta o seringd de 20 ml, in care a fost
aspiratd in prealabil o cantitate de 0,5 ml mediu de cultura. Se efectucaza
miscari de inainte si inapoi ale acului, precum si schimbari usoare in orientarea
acului cu scopul indepartarii parenchimului pentru a permite aspirarea
lichidului. Materialul aspirat se colecteaza intr-un tub conic steril, care va fi
transportat Tn cel mai scurt timp posibil la laborator, astfel incat embriologul sa
verifice prezenta spermatozoizilor. Daca este cazul acul va fi retras si reintrodus
ntr-o altd zona a testiculului.

La sfarsitul interventiei, pacientul este trezit si personalul medical va
monitoriza recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii
s1 menfinerii unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul
pacientului in siguranta la rezerva. Toate masuratorile facute in postoperator sau
in reanimare (tensiune arteriala, puls, saturatie de oxigen, diureza) trebuie sa fie
la valorile stabile.

Dupa ce pacientul isi revine din anestezie va discuta cu echipa urolog-
embriolog despre rezultatul biopsiei si recomandarile postinterventie.

G. Protocol medical pentru prelevarea de spermatozoizi prin extractie
testiculara (TESE)

Scop si domeniu de aplicare



Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare a
spermatozoizilor prin extractie testiculara (TESE). Aceasta metoda se adreseaza
pacientilor cu azoospermie (lipsa spermatozoizilor din ejaculat) de tip non-
obstructiv. Biopsia testiculard furnizeaza informatii cu privire la procesul de
spermatogeneza (daca acesta are loc sau nu sau daca exista spermatozoizi la
nivelul testiculelor). Procedura poate fi efectuata fie inainte de Thceperea
tratamentului FIV, ca metoda de diagnostic, putand fi urmata de crioprezervarea
materialului biopsiat, fie chiar in ziua recoltarii de ovocite, astfel incat daca se
regasesc spermatozoizi in tesutul obtinut in urma biopsiei, ovocitele pot fi
ulterior fertilizate prin injectie intracitoplasmatica a spermatozoidului (ICSI).

Operatiunea este efectuata de urolog, anestezist (in cazul in care punctia se va
desfasura sub anestezie), embriolog, asistent medical.

Protocol de lucru

Tn ziua procedurii se recomanda ca pacientul si urmeze o dietd alimentara si
hidrica in vederea realizarii anesteziei din timpul biopsiei testiculare. Personalul
din cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind consimtamintele
completate, analizele preanestezice si semnatura pacientului.

Pacientul va fi condus 1n sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbat in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si ii va fi montata o
perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacientul din
sala de asteptare si il va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul
operator se va efectua procedura de siguranta, prin care pacientul va furniza
datele de identificare (nume complet, data si anul nasterii).

Pacientul se va aseza pe masa de operatie in decubit dorsal si se va realiza
monitorizarea constantelor fiziologice de cdtre medicul anestezist si asistentul
medical anestezist. Asistentul medical de anestezie va administra
medicamentele anestezice prin canula (branuld), la recomandarea medicului
anestezist. Procedura se poate efectua cu anestezie generala (de preferat) sau
locala (blocada cordonului spermatic).

Tn conditii de stricti sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unica
folosintd, masti faciale, bonete, manusi) va fi pregatitd masa de operatie, cu
instrumentarul necesar pentru biopsia de tesut testicular, firele de sutura si
mediul steril pentru depozitarea probei. Regiunea scrotala este curatata cu
antiseptic si apoi spalata corespunzator cu solutie salind pentru a elimina
antisepticul rezidual. In cazul unei discrepante evidente in ceea ce priveste
dimensiunile dintre cele doui testicule, cel mai mare va fi biopsiat primul. Tn
cazul prezentei varicocelului interventia se va efectua prima data pe partea fara
varicocel. Se efectueaza o incizie transversald (2 cm) la nivelul hemiscrotului si
se sectioneaza planurile anatomice pana la vaginala parietald (inclusiv).
Complexul epididimo-testicular va fi evidentiat si extras in plaga. Albugineea



testiculard va fi sectionata la ecuator si, dupa caz, la cei doi poli, daca este
necesar, si va fi excizat un fragment de tesut testicular. Tesutul testicular va fi
excizat cu ajutorul unui foarfece, se va evita pe cat posibil utilizarea penselor
care ar zbrobi tesutul testicular. Materialul biologic va fi transferat in
recipientele cu medii speciale (NU formol), fard ca acestea sa fie atinse cu
instrumentarul chirurgical (no touch technique) Sutura albugineei va fi efectuata
cu fir resorbabil cat mai fin (4x0; 5x0; 6x0), 1ar hemostaza si refacerea
planurilor anatomice vor fi efectuate cu fir resorbabil 1. Optional, inainte de
inchiderea planurilor scrotului, cavitatea vaginala poate fi umpluta cu anestezic
local (hidrocel de xilind) pentru reducerea durerii postoperatorii. La nivelul
plagii va fi aplicat un pansament steril.

Proba prelevata va fi colectata intr-un recipient steril si ulterior transportata in
cel mai scurt timp posibil la laborator, astfel incat embriologul sa verifice
prezenta spermatozoizilor.

La sfarsitul interventiei, pacientul este trezit si personalul medical va
monitoriza recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii
s1 mentinerii unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul
pacientului in siguranta la rezerva. Toate masuratorile facute in postoperator sau
in reanimare (tensiune arteriala, puls, saturatie de oxigen, diurezd) trebuie sa fie
la valorile stabile. Dupa ce pacientul isi revine din anestezie va discuta cu
echipa urolog-embriolog despre rezultatul biopsiei si recomandarile
postinterventie.

In cazul unui rezultat nesatisficitor, procedura nu va fi repetati mai devreme
de 6 luni.

H. Protocol medical pentru prelevarea de spermatozoizi prin extractie
testiculara asistata microscopic (microTESE)

Scop si domeniu de aplicare

Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare a
spermatozoizilor prin extractie testiculard asistatda microscopic (microTESE).
Aceasta metoda se adreseaza pacientilor cu azoospermie (lipsa spermatozoizilor
din ejaculat) de tip non-obstructiv si eventual obstructiv. Biopsia testiculara
furnizeaza informatii cu privire la procesul de spermatogeneza (daca acesta are
loc sau nu sau daca exista spermatozoizi la nivelul testiculelor). Procedura poate
fi efectuata fie Tnainte de Inceperea tratamentului FIV, ca metoda de diagnostic,
putand fi urmata de crioprezervarea materialului biopsiat, fie chiar in ziua
recoltarii de ovocite, astfel incat daca se regdsesc spermatozoizi in fesutul
obtinut in urma biopsiei, ovocitele pot fi ulterior fertilizate prin injectie
intracitoplasmatica a spermatozoidului (ICSI).

Operatiunea este efectuata de urolog, anestezist (in cazul in care punctia se va
desfasura sub anestezie), embriolog, asistent medical.



Protocol de lucru

in ziua procedurii se recomandi ca pacientul sa urmeze o dieta alimentara si
hidrica in vederea realizarii anesteziei din timpul biopsiei testiculare. Personalul
din cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind consimtamintele
completate, analizele preanestezice si semnatura pacientului.

Pacientul va fi condus 1n sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbat in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si i va fi montata o
perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacientul din
sala de asteptare si il va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul
operator se va efectua procedura de sigurantd, prin care pacientul va furniza
datele de identificare (nume complet, data si anul nasterii).

Pacientul se va aseza pe masa de operatie in decubit dorsal si se va realiza
monitorizarea constantelor fiziologice de cdtre medicul anestezist si asistentul
medical anestezist. Asistentul medical de anestezie va administra
medicamentele anestezice prin canula (branuld), la recomandarea medicului
anestezist. Procedura se poate efectua cu anestezie generala sau rahianestezie.

In conditii de stricta sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unica
folosinta, masti faciale, bonete, manusi) va fi pregatitd masa de operatie, cu
instrumentarul necesar pentru biopsia de tesut testicular, firele de sutura si
mediul steril pentru depozitarea probei. Regiunea scrotala este curatata cu
antiseptic si apoi spalata corespunzator cu solutie salind pentru a elimina
antisepticul rezidual. Tn cazul unei discrepante evidente in ceea ce priveste
dimensiunile dintre cele doua testicule, cel mai mare va fi biopsiat primul. in
cazul prezentei varicocelului interventia se va efectua prima data pe partea fara
varicocel. Se efectueaza o incizie transversala (2 cm) la nivelul hemiscrotului si
se sectioneaza planurile anatomice pana la vaginala parietald (inclusiv).
Complexul epididimo-testicular va fi evidentiat si extras in plaga. Albugineea
testiculara va fi sectionata la ecuator. Recoltarea se va face din multiple zone
localizate cu ajutorul microscopului operator (5x-25x), cu pense de
microdisectie (tubi seminiferi cu aspect functional). Materialul biologic va fi
transferat in recipientele cu medii speciale (NU formol), fara ca acestea sa fie
atinse cu instrumentarul chirurgical (no touch technique). Sutura albugineei va
fi efectuata cu fir resorbabil fin (4x0, 5x0, 6x0), iar hemostaza si refacerea
planurilor anatomice vor fi efectuate cu fir resorbabil fin (3x0, 4x0). Sutura
tegumentului se va face cu fir nonresorbabil fin (3x0, 4x0). Optional, inainte de
inchiderea planurilor scrotului, cavitatea vaginala poate fi umpluta cu anestezic
local (hidrocel de xilind) pentru reducerea durerii postoperatorii. La nivelul
plagii va fi aplicat un pansament steril, suspensie scrotala si gheata local.

Proba prelevata va fi colectata intr-un recipient steril si ulterior transportata in
cel mai scurt timp posibil la laborator, astfel incat embriologul sa verifice
prezenta spermatozoizilor.



La sfarsitul interventiei, pacientul este trezit si personalul medical va
monitoriza recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii
s1 mentinerii unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul
pacientului in siguranta la rezerva. Toate masuratorile facute in postoperator sau
in reanimare (tensiune arteriala, puls, saturatie de oxigen, diurezd) trebuie sa fie
la valorile stabile. Dupa ce pacientul isi revine din anestezie va discuta cu
echipa urolog-embriolog despre rezultatul biopsiei si recomandarile
postinterventie.

In cazul unui rezultat nesatisficitor, procedura nu va fi repetati mai devreme
de 6 luni.

I. Protocol medical pentru prelevare laparoscopica de tesut ovarian

Scop si domeniu de aplicare

Protocolul are drept scop standardizarea operatiunii de prelevare
laparoscopica de tesut ovarian. Aceastd metoda se adreseaza atat pacientelor ale
caror ovare nu sunt accesibile transvaginal sau transabdominal, cat si
pacientelor care au indicatie medicala pentru stocarea tesutului ovarian prin
crioprezervare (de exemplu, oncofertilitate, mai ales n cazul pacientelor cu
varsta sub 18 ani). Operatiunea este efectuata de catre o echipa compusa din
medic ginecolog, medic anestezist (in cazul in care punctia se va desfasura sub
anestezie), embriolog si asistent medical.

Protocol de lucru

In ziua procedurii se recomandi ca pacienta si urmeze o dietd alimentar si
hidrica in vederea realizarii anesteziei din timpul punctiei pentru prelevarea de
ovocite. Personalul din cadrul clinicii va verifica ultimele detalii privind
consimtamintele informate completate si semnate de catre paciente si analizele
preanestezice. In cazul in care pacienta este minord, consimtamintele vor fi
semnate de catre parinti/tutore.

Antemergétor interventiei vor fi pregatite de catre echipa de laborator
eprubetele cu lichid de transport al probei din sala de operatii pana in laborator,
precum si fisa de transport in cazul in care proba de tesut ovarian va fi ulterior
stocatd in alt centru decat cel in care a fost prelevata.

Pacienta va fi condusa in sala de asteptare a blocului operator, dupa ce a fost
schimbata in prealabil in halat si papuci de unica folosinta si i va fi montata o
perfuzie prin abord venos pentru administrarea substantelor anestezice si a
substantelor medicamentoase.

Un membru al echipei (de obicei asistent medical) va prelua pacienta din sala
de asteptare si o va conduce in blocul operator. La intrarea in blocul operator se
va efectua procedura de siguranta, prin care pacienta va furniza datele de
identificare (nume complet, data si anul nasterii).



Pacienta se va aseza pe masa de operatie in decubit dorsal si se va realiza
monitorizarea constantelor fiziologice de catre medicul anestezist si asistentul
medical anestezist. Asistentul medical anestezist va administra medicamentele
anestezice prin canula (branuld), la recomandarea medicului anestezist.

In conditii de stricta sterilitate (echipament, cAmpuri, consumabile de unic
folosinta, masti faciale, bonete, manusi) va fi pregatita masa de operatie, cu
instrumentarul necesar si tuburile de unica folosinta pentru prelevarea probei de
tesut, si laparoscopul.

Se efectueaza antiseptizarea regiunii abdominale, se monteaza campurile
sterile si se injecteaza dioxid de carbon pana la 13 - 14 mm Hg, la nivelul
abdomenului, pentru a produce distensia cavitatii abdominale si indepartarea
intestinelor, astfel incat sa fie creat spatiu de lucru. Se efectueaza o incizie, la
aproximativ 1 cm periombilical, unde se plaseaza trocarul de 10 mm, prin care
va fi introdusad o camera video.

In zona suprapubiani se efectueaza 2 - 3 incizii si vor fi plasate trocarele de 5
mm, prin care va fi introdus instrumentarul necesar interventiei (pensa Manhes
si foarfece). Laparoscopul va transmite imagini din cavitatea abdominala pe
monitorul din sala de operatie, astfel incat va fi verificat statusul celioscopic
(descriere ovare, uter, fund de sac Douglas, repliu vezico-uterin, spatii
parietocolice si perihepatic).

Asistentul medical va pune la dispozitia medicului recipientele pregatite
anterior pentru transportul probei de tesut. Medicul realizeaza prehensiunea
ovarului si sectioneaza un fragment ovarian de 1,5x1 cm, cu manipulare minima
sau ideal deloc. Imediat dupa extragerea fragmentului, proba de tesut este
suspendata in lichidul de transport fara a atinge cu pensa sau cu proba marginile
eprubetei de transport. Etichetarea recipientului se realizeaza inainte de
interventie, notand zona de pe care se face recoltarea (stinga sau dreapta). In
cazul pacientelor prepubere, prelevarea se efectueaza doar unilateral.

Dupa predarea fragmentului/fragmentelor se asigurd hemostaza cu pensa
bipolara. Se spala fundul de sac Douglas, se aspira lichidul, se retrag
instrumentele si se executa sutura pielii. Tn zona inciziilor va fi plasat
pansament steril.

La sfarsitul interventiei, pacienta este trezita si personalul medical va
monitoriza recuperarea dupa procedura anestezica, prin observarea indeplinirii
s1 menfinerii unor parametri ai organismului la valori care sa permita transferul
pacientului in siguranta la rezerva. Toate masuratorile facute in postoperator sau
in reanimare (tensiune arteriala, puls, saturatie de oxigen, diurezd) trebuie sa fie
n parametrii fiziologici.

Dupa ce pacienta isi revine din anestezie va discuta cu echipa ginecolog-
embriolog despre rezultatul prelevarii de fesut si recomandarile postinterventie.



